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7

Presentazione

Nell'ambito degli studi di Biologia e Medicina un indirizzo oggi partico-
larmente importante è quello di favorire l'incontro fra la ricerca scientifica di base
e l'applicazione pratica in clinica. Per raggiungere tale scopo il Collegio Ghislieri,
utilizzando i fondi che gli vengono annualmente erogati dalla Fondazione MIN-
TAS, ha deciso di attuare diverse iniziative: organizzare corsi di formazione avan-
zata, assegnare borse di studio, finanziare progetti di ricerca, stipulare accordi e
convenzioni con altre Istituzioni o Enti culturali e di ricerca. In ottemperanza al
Regolamento del proprio "Centro per la Comunicazione e la Ricerca", il Comitato
scientifico dell'area di Biologia e Medicina ha quindi esaminato ed approvato nel
giugno scorso l'organizzazione del 1° corso di formazione avanzata: "Cellule sta-
minali somatiche da adulto nella medicina rigenerativa". 

Il razionale seguito nella formulazione del programma scientifico del
corso è stato di trattare in successione, in sessioni e giornate diverse, i seguenti
argomenti: premesse di biologia delle cellule staminali, manipolazione in vitro
delle cellule staminali somatiche, plasticità differenziativa delle cellule stamina-
li, studi preclinici, attualità e prospettive dell'impiego clinico. Le lezioni vengono
tenute da Docenti italiani e stranieri, esperti a livello internazionale dei singoli
argomenti trattati. Esprimo a tutti i Docenti il più vivo ringraziamento del
Collegio Ghislieri e mio personale per aver generosamente accettato il nostro
invito a svolgere un gravoso impegno didattico.

I corsi sono infatti impostati secondo particolari modalità didattiche, che
consentono un'ampia e organica presentazione di ciascun argomento, seguita
dalla possibilità di un'efficace e proficua discussione fra docenti e discenti. Il
numero dei partecipanti a ciascun corso è necessariamente limitato ad un massi-
mo di trenta. I partecipanti vengono ammessi in base al parere espresso da una
Commissione costituita da componenti del Comitato Scientifico di Biologia e
Medicina, in considerazione dei titoli di merito. Dieci dei trenta partecipanti pos-
sono usufruire di una borsa di studio, che consiste nella copertura della tassa di
iscrizione e delle spese di residenza presso le strutture del Collegio. L'attribuzione
di borse di studio residenziali sottolinea la caratteristica "collegiale" di questi
corsi. Tale caratteristica, che consente di far incontrare per una settimana docen-
ti di provata esperienza e discenti veramente interessati ai temi trattati, rappre-
senta anche un'occasione di scambio di idee, di confronto scientifico, di imposta-
zione di programmi di studio, di future collaborazioni.

Per fornire ai partecipanti una guida sugli argomenti trattati, viene loro
consegnato un fascicolo che raccoglie i brevi testi delle singole lezioni. Rinnovo
i nostri ringraziamenti ai Docenti che hanno inviato anche il testo riassuntivo
della loro lezione.

Carlo Bernasconi
Pavia, 8 novembre 2004
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1

Clonazione: storia e tecniche. 
Dalle cellule staminali embrionali
all'architettura funzionale dei tessuti

La capacità tecnica di manipolare spermatozooi, oociti e cellule dei primi stadi
embrionali nei mammiferi, è giunta in anni recenti ad aprire prospettive applica-
tive, nell’ambito della biologia della riproduzione animale ed umana, tali da porre
imperative domande legate alle conseguenze del loro impiego. Queste sono fon-
damentalmente due: l’una rivolta a capire quale effetto avrà sulla biodiversità se
la fecondazione artificiale con pochi riproduttori diverrà la sola tecnica di ripro-
duzione impiegata per gli animali di interesse economico, l’altra legata agli aspet-
ti bioetici. Si scontrano su questo terreno le due vocazioni della ricerca scientifi-
ca, come la storia della scienza insegna, quella applicata e quella di base. Ciò che
abbiamo appena ricordato cade infatti nella sfera di applicazioni di tipo mercan-
tile di ricerche che hanno sì contribuito enormemente all’avanzamento delle
conoscenze scientifiche di base, ma che ancora necessitano di tanto tempo e molti
investimenti per giungere ad avere una idea più chiara di fenomeni biologici che
comunque siamo già in grado di tradurre in applicazioni commerciali. A più di
200 anni dalla prima fecondazione artificiale (1781) per opera di Lazzaro
Spallanzani (1729-1799) ancora grande resta la nostra ignoranza degli eventi che
regolano le primissime fasi dello sviluppo embrionale. La fecondazione ha inizio
con la fusione tra la cellula germinale femminile (cellula uovo) e quella maschi-
le (spermatozoo) a formare lo zigote. Lo zigote è la prima cellula del nuovo indi-
viduo che inizia a dividersi in due cellule, poi quattro, otto, sedici, trentadue e
così via fino al completo sviluppo del nuovo individuo. August Weissman (1834-
1914) per primo postulò che durante la moltiplicazione cellulare le cellule soma-
tiche si differenziano a formare i diversi organi e strutture che compongono l’in-
tero corpo, mentre le cellule germinali mantengono l’insieme dell’informazione
ereditaria che verrà tramandata di generazione in generazione. 
Studi successivi condotti da grandi embriologi quali Hans Driesch (1876-1941)
e Hans Spemann (1869-1941) arrivarono a chiarire, nei modelli prediletti dalla
biologia dello sviluppo e cioe’ il riccio di mare, la rana ed i tritoni, i momenti
durante lo sviluppo embrionale in cui la via differenziativa delle diverse linee di
sviluppo assumeva le caratteristiche di “non ritorno”. In particolare, Hans
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Spemann dimostrò con i suoi esperimenti, che la determinazione è un processo
progressivo, attivo durante lo sviluppo embrionale, che porta le cellule dell’em-
brione a seguire una via differenziativa irreversibile da un certo stadio di svilup-
po in poi. Egli intuì che i criteri per la differenziazione cellulare sono di tipo ope-
rativo, poiche’ nell’embrione iniziale, non riscontrava una evidente differenzia-
zione morfologica cellulare. Rimaneva però aperto il quesito: ‘La differenziazio-
ne cellulare è un processo terminale oppure il programma genetico di una cellu-
la differenziata può essere riprogrammato?’. Per rispondere a quest’ultima
domanda, Spemann propose nel 1938 quello che lui stesso definì “un fantastico
esperimento”. Egli suggerì di prelevare il nucleo da una cellula di un embrione in
avanzate fasi di sviluppo (oppure di un individuo adulto) e trasferirlo nel citopla-
sma di una cellula uovo enucleata, privata cioé del proprio nucleo, del proprio
corredo genetico. In altre parole propose un esperimento di trasferimento nuclea-
re per capire se il nucleo di una cellula differenziata era in grado di riprogram-
mare l’informazione espressa e di controllare lo sviluppo embrionale. Purtroppo
l’avanzamento delle conoscenze scientifiche necessita non solo di idee brillanti,
ma anche di opportunità tecniche. Spemann non fu in grado di condurre l’esperi-
mento, per la mancanza di strumenti adatti alla manipolazione e alla dissezione
delle cellule somatiche e germinali utili al trasferimento nucleare: saranno neces-
sari 14 anni prima che gli embriologi riescano a cimentarsi con l’esperimento
proposto da Spemann. 
Nel 1952 due ricercatori americani, Robert Briggs e Tom J. King, utilizzando
una pipetta di vetro molto sottile estrassero il nucleo da una cellula di embrione
di rana allo stadio di blastula e lo trasferirono in una cellula uovo enucleata.
L’embrione così costituito raggiunse lo stadio di girino ma non fu in grado di arri-
vare allo stadio di adulto.
Il lavoro di Briggs e King aveva per la prima volta posto le basi sperimentali,
(definendo gli strumenti e le tecniche necessarie per eseguire l’esperimento pro-
posto da Spemann) per giungere ad ottenere le due più importanti risposte che la
comunità scientifica attendeva in quegli anni:
1) l’informazione genetica contenuta nel nucleo di una cellula differenziata è

ancora presente nella sua totalità fisica? E se lo è, può essere di nuovo ripro-
grammata per lo sviluppo di un nuovo individuo?

2) le interazioni tra il citoplasma dell’oocita ed il nucleo trasferito sono in grado
di de-differenziare il nucleo introdotto e di dirigere poi lo sviluppo di un
nuovo individuo? Passarono quasi quindici anni e nel 1966 John Gurdon,
dell’Università di Cambridge in Gran Bretagna, pubblicò un lavoro straordi-
nario in cui, utilizzando la metodica di Briggs e King, dimostrava di aver otte-
nuto lo sviluppo di un embrione, generato dal trasferimento di un nucleo di
una cellula differenziata prelevata dall’intestino di un girino di Xenopus in
un’oocita enucleato, fino al completamento dello stadio larvale. Gurdon aveva
dimostrato che i nuclei di cellule somatiche differenziate, trasferiti nel cito-
plasma di una cellula uovo enucleata sono in grado di modificare il loro pro-
gramma genetico fino ad assumerne uno nuovo, di tipo embrionale e quindi
capaci di iniziare e proseguire lo sviluppo larvale. Sul finire degli anni ’70
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quindi il “fantastico esperimento” proposto da Spemann aveva avuto luogo,
sebbene nessun embriologo fosse stato ancora in grado di ottenere un indivi-
duo adulto dal trasferimento di nuclei somatici differenziati prelevati da giri-
ni oltre lo stadio differenziativo di girino in grado di alimentarsi, né tantome-
no da individui adulti.

Nel 1981 un giovane ricercatore americano, Peter Hoppe, ed un brillante ricer-
catore di origine tedesca, Karl Illmensee, pubblicarono un articolo sostenendo di
aver ottenuto dei topolini in seguito al trasferimento di nuclei di cellule embrio-
nali allo stadio di blastocisti in oociti enucleati. Con il loro lavoro, Hoppe ed
Illmensee riuscendo a micro-manipolare il gamete femminile e l’embrione preim-
pianto di un topolino, dimostrarono la possibilità di clonare anche i Mammiferi
classe alla quale appartiene anche l’uomo. Di nuovo, l’esperimento di Hoppe ed
Ilmensee aveva dimostrato la pluripontezialità dei nuclei di cellule embrionali, il
passo successivo, la clonazione a partire da nuclei prelevati da cellule di indivi-
dui adulti, avrebbe definitivamente dimostrato la reversibilità dei processi attivi
nella determinazione del differenziamento cellulare. Purtroppo, nonostante i
numerosi tentativi di ripetere l’esperimento di Illmensee e Hoppe nessun ricerca-
tore riuscì più ad ottenere il completo sviluppo di un embrione di topo, nemme-
no embriologi del calibro di James McGrath e Davor Solter, i quali tentarono di
clonare topi a partire da nuclei prelevati da blastomeri di embrioni a 2, 4, 8 cel-
lule sino alla blastocisti (stadio utilizzato da Hoppe ed Ilmensee) con risultati
sempre negativi. Nel 1984, in un articolo pubblicato sulla rivista Nature, essi
dichiararono che “la clonazione di topi, utilizzando tecniche di trasferimento
nucleare, è biologicamente impossibile”.
Gli stessi Ilmensee ed Hoppe, non furono più in grado di ripetere con successo
i risultati riportati nell’articolo del 1981, e l’intero gruppo di ricerca ormai scre-
ditato dal punto di vista accademico, si sciolse. Tale fu l’impatto sulla comunità
scientifica che i finanziamenti ai laboratori di embriologia impegnati in ricerche
di base sui fenomeni biologici che regolano lo sviluppo embrionale e la diffe-
renziazione cellulare (e che per questi studi utilizzavano tecniche di trasferi-
mento nucleare) vennero bloccati. In seguito, la clonazione di mammiferi perse
di interesse per i biologi dello sviluppo ma continuò nell’ambiente veterinario
per l’interesse applicativo in ambito zootecnico. In quest’ambito infatti, le
potenziali ricadute economiche derivanti dall’opportunità di ottenere con suc-
cesso animali (bovini, suini etc) identici agli individui donatori di un genoma
(quindi del nucleo utilizzato nel trasferimento nucleare) ricco di tratti genetici di
interesse commerciale risultano immediatamente evidenti. Due erano i laborato-
ri impegnati in questo tipo di ricerche, quello di Steen M. Willadsen in Gran
Bretagna e quello di Neil First negli Stati Uniti d’America. Nel 1986, Willadsen
annunciava di aver clonato delle pecore trasferendo nuclei di embrioni preim-
pianto in oociti enucleati. Nel giro di pochi mesi (1987) Neil First pubblicava un
articolo dimostrando di aver ottenuto nel suo laboratorio dei vitelli a partire da
cellule embrionali preimpianto e più tardi ottenne un nuovo successo a partire da
cellule della blastocisti, le stesse cellule del nodo embrionale utilizzate anni
prima negli esperimenti di Illmensee e Hoppe sul topo. Impiegando tecniche di
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trasferimento nucleare a partire dal 1986 ad oggi sono stati ottenuti migliaia di
bovini, suini, ed ovini. Nel 1996, il gruppo diretto da Ian Wilmut, dell’Istituto
Roslin di Edinburgo in Scozia, dalla disgregazione delle cellule del nodo
embrionale di pecora ottenne circa 20 cellule che non saranno utilizzate come
tali, ma bensì coltivate in vitro per alcuni giorni, così da ottenere una popolazio-
ne di migliaia di cellule identiche tra loro. Ciascuna di queste cellule era poten-
zialmente in grado di dare origine ad un individuo clonato, identico alle altre
migliaia di individui ottenibili a partire dalle cellule embrionali della stessa
popolazione.
Nonostante la clonazione di individui a partire da cellule embrionali non costi-
tuisse più una novità almeno in ambiente zootecnico, la notizia, nel febbraio del
1997, sempre ad opera del gruppo di ricerca diretto da Ian Wilmut, apparsa sulla
rivista Nature della nascita di un agnello a partire da un oocita enucleato nel quale
era stato trasferito un nucleo di una cellula somatica di pecora adulta, colse di sor-
presa la comunità scientifica internazionale. Esaminiamo da vicino l’esperimen-
to di Wilmut. Cellule della ghiandola mammaria furono disgregate e mantenute,
per un periodo di due settimane, in un terreno di coltura privo di alcuni nutrimenti
al fine di rallentarne la divisione cellulare e bloccarle in una fase del ciclo cellu-
lare detta G0. Le cellule furono poi incubate in un terreno contenente il virus
Sendai che legandosi alla membrana plasmatica della cellula somatica facilita,
successivamente al traferimento di quest’ultima nello spazio perivitellino del-
l’oocita, la sua fusione con l’oocita.
Nell’esperimento del gruppo scozzese furono trasferite 277 cellule somatiche in
altrettanti oociti. Di questi oociti, 29 (10,5%) si svilupparono fino allo stadio di
morula/blastocisti trasferiti poi nell’utero di 13 femmine. Di queste 29 blastoci-
sti, 1 completò lo sviluppo fino alla nascita di un agnello, chiamato Dolly.
Dall’analisi critica del lavoro del gruppo scozzese emerge un punto di estrema
rilevanza concettuale: l’impossibilità di riconoscere tra le cellule disgregate della
ghiandola mammaria quale abbia contribuito alla nascita di Dolly. In seguito alla
disgregazione delle ghiandole mammarie si ottengono diversi tipi cellulari isola-
ti, cellule epiteliali, fibroblasti e linfociti di cui è però molto difficile distinguer-
ne le caratteristiche morfologiche, il fenotipo, dopo essere state a lungo coltivate
in vitro. Quindi, ad oggi, non conosciamo quale sia la cellula somatica che ha per-
messo la nascita di Dolly. Anche se la procedura adottata dal gruppo scozzese si
è rivelata aperta a critiche, non vi è dubbio però sul fatto che questo esperimento
rappresenta un passaggio importantissimo nella storia dell’embriologia e final-
mente, a ottanta anni dagli esperimenti di Spemann, siamo in grado di dare una
risposta alle domande allora poste: il genoma di una cellula somatica di mammi-
fero adulto può essere riprogrammato all’interno del citoplasma di un oocita enu-
cleato ed è in grado si sostenere lo sviluppo embrionale a termine fino alla nasci-
ta di un nuovo individuo.
Rimangono comunque completamente oscuri quali siano i meccanismi e le
molecole coinvolte in questo processo di riprogrammazione del genoma della
cellula somatica dopo il suo trasferimento all’interno dell’oocita. La pecora pur-
troppo non rappresenta il modello animale ideale per gli studi di base che porte-
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ranno alla comprensione di questi fenomeni. Le conoscenze di biologia della
riproduzione, di embriologia molecolare e più in generale di genetica di questo
animale sono estremamente limitate. Al contrario, il topo rappresenta il model-
lo sperimentale ideale perche’ è il mammifero di cui meglio conosciamo la gene-
tica, insieme all’uomo, la biologia della riproduzione e dello sviluppo. Il topoli-
no rappresenta quindi il modello animale più prezioso per la ricerca biomedica.
Alla nascita di Dolly, i biologi dello sviluppo sono tornati a chiedersi quali siano
i fattori che permettono ad uno zigote ottenuto dal trasferimento nucleare di ter-
minare lo sviluppo. Un aspetto importante che distingue lo sviluppo preimpian-
to di pecora da quello di topo riguarda le modalità ed i tempi di attivazione dei
geni embrionali. In tutti i mammiferi le prime fasi dello sviluppo embrionale a
partire dallo zigote avvengono grazie agli RNA messaggeri (mRNA) e alle pro-
teine di origine materna, ovvero presenti nel citoplasma dell’oocita e prodotti
durante l’oogenesi. Questi mRNA e queste proteine andranno, col procedere
dello sviluppo embrionale, esaurendosi e quindi l’embrione dovrà sintetizzarne
di nuovi. L’attivazione del genoma embrionale (in inglese detta anche zygotic
genome activation, ZGA) avviene durante lo sviluppo preimpianto in momenti
diversi nelle diverse specie di Mammiferi. Nel topo lo ZGA avviene a partire
dall’embrione a 2 cellule, nell’embrione umano a partire da 4 cellule, nel coni-
glio e nella pecora a 16/32 cellule. L’embrione di pecora raggiunge lo stadio a
32 cellule 2,5 giorni dopo la fecondazione (o dopo il trasferimento del nucleo
somatico), mentre il topo raggiunge lo stadio di 2 cellule, 15-20 ore dopo la
fecondazione. Ne consegue che l’embrione di pecora, rispetto a quello di topo,
dispone di una maggior quantità di tempo per modificare il programma geneti-
co del genoma della cellula somatica. L’embrione di topo, ottenuto dopo trasfe-
rimento di un nucleo somatico, deve avere il nuovo programma genetico adatto
allo sviluppo dell’embrione già pronto allo stadio di 2 cellule. Questa differen-
za era ritenuta da molti embriologi fondamentale nello spiegare gli insuccessi
con il modello topo.
Nel luglio del 1998 la rivista scientifica Nature pubblica un lavoro ove si riporta
la nascita di alcuni topolini da embrioni ottenuti dal trasferimento di nuclei soma-
tici in oociti enucleati. Il gruppo di ricerca è diretto dal Prof. Ryuzo Yanagimachi
e comprende ricercatori giapponesi, inglesi, italiani (M.Z. tra gli autori del pre-
sente articolo) ed americani.
Come ricordato, un punto critico dell’esperimento di Wilmut e collaboratori
riguardava l’impossibilità di conoscere il fenotipo della cellula somatica utilizza-
ta per il trasferimento nucleare. Il gruppo diretto da Yanagimachi ha utilizzato tre
tipi cellulari di cui erano perfettamente noti l’origine ed il fenotipo. Le cellule fol-
licolari del cumulo ooforo, le cellule del Sertoli e le cellule nervose. Tutti e tre
questi tipi cellulari hanno smesso di moltiplicarsi e sono uscite dal ciclo cellula-
re, sono inoltre terminalmente differenziate. Al momento dell’isolamento si tro-
vano in quella che è conosciuta come fase G0 del ciclo cellulare. Le cellule folli-
colari a centinaia circondano l’oocita ovulato a formare una corona (il cumulo
ooforo). Le cellule del Sertoli rappresentano la componente somatica del tubulo
seminifero e regolano l’andamento della spermatogenesi. Le cellule nervose uti-
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lizzate provengono dalla corteccia cerebrale di individui adulti. Diversamente dal
gruppo di Ian Wilmut, che ha scelto di trasferire la cellula somatica intera nello
spazio perivitellino dell’oocita e mediare la fusione tra le membrane plasmatiche
con un virus, Yanagimachi e collaboratori hanno preferito estrarre il nucleo dalle
cellule somatiche prescelte e traferirlo direttamente all’interno del citoplasma
dell’oocita. 
Nell’esperimento, l’immediata verifica del successo della clonazione avviene
verificando il colore del pelo dei topolini. Sono stati infatti utilizzati tre ceppi di
topolini caratterizzati dal diverso colore del pelo: un ceppo a pelo nero donatore
delle cellule somatiche e quindi dei nuclei traferiti, un ceppo a pelo grigio dona-
tore delle cellule uovo ed un terzo ceppo a pelo albino di femmine pseudo-gravi-
de deputato a portare a termine la gravidanza dopo il trasferimento degli embrio-
ni allo stadio di blastocisti. La possibilità di indurre uno stato di pseudo-gravi-
danza nelle femmine di topo è molto utile ai ricercatori. La pseudo-gravidanza
infatti viene ottenuta accoppiando la femmina di topo con un maschio sterile: la
condizione ormonale che sostiene lo stato di gravidanza ha inizio con l’accop-
piamento, indipendentemente dalla presenza di spermatozoi e dalla avvenuta
fecondazione delle cellule uovo. I ricercatori possono così trasferire nell’utero
della femmina pseudogravida degli embrioni ottenuti in vitro, i quali potranno
impiantarsi sulle pareti di un utero già pronto ad accoglierli. Dei tre tipi cellulari
impiegati, cellule follicolari, del Sertoli e cellule nervose, solo le cellule follico-
lari hanno dimostrato la capacità di sostenere lo sviluppo di embrioni normali ed
in grado di procedere attraverso tutte le tappe dello sviluppo fetale sino alla nasci-
ta di nuovi individui. Raggiunto lo stadio di blastocisti gli embrioni sono stati tra-
feriti nelle femmine pseudogravide albine. Al termine della gravidanza sono nati
topolini il cui pelo, dopo circa 15 giorni si è rivelato nero, così come ci si atten-
deva. Il primo topolino femmina così ottenuto è stato chiamato Cumulina per la
sua derivazione da una cellula del cumulo ooforo, ottenuta con la tecnica ora
esposta e chiamata “tecnica di Honolulu”. In seguito, Cumulina è stata accoppia-
ta con un maschio fertile e dopo 19 giorni di gravidanza ha partorito alcuni pic-
coli.
La maggior parte degli embrioni ottenuti con il trasferimento di nuclei di cellule
del Sertoli si sono impiantati sulla parete dell’utero, ma non hanno proseguito lo
sviluppo embrionale e solo in un caso un embrione si è sviluppato fino allo sta-
dio di 8-9 giorni. I risultati peggiori in termini di sviluppo embrionale sono stati
ottenuti con i nuclei delle cellule nervose i cui embrioni non si sono mai svilup-
pati oltre lo stadio di blastocisti e solo in rari casi si sono impiantati sull’utero
delle femmine pseudogravide. 
Il colore del pelo non è stato l’unico marcatore genetico impiegato per provare
che i topolini nati con la tecnica di Honolulu erano cloni. Anche altri marcatori
genetici sono stati utilizzati tipizzando il DNA dei tre ceppi di topoline impiega-
te nell’esperimento.
L’esperimento condotto da Yanagimachi e collaboratori con le cellule follicolari
ha stabilito con chiarezza che il nucleo di cellule somatiche terminalmente diffe-
renziate, trasferito nel citoplasma di una cellula uovo, può perdere il proprio pro-
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gramma genetico ed acquisirne uno nuovo in grado di iniziare e terminare lo svi-
luppo embrionale sino alla nascita di un nuovo individuo: dal punto di vista gene-
tico, il nuovo individuo è un clone del donatore della cellula somatica impiegata
per il trasferimento nucleare. Diverse altre decine di topoline sono nate con il tra-
sferimento di nuclei di cellule follicolari.
La ricostruzione storica degli esperimenti che hanno portato alla clonazione di
Anfibi prima e di Mammiferi poi mostra quanto importante nella scienza sia l’i-
dea che porta a concepire un esperimento (Spemann pensò alla clonazione nel
1938), ma quanto indispensabile sia anche lo sviluppo di nuove tecniche e stru-
menti necessari alla sperimentazione. è stato il miglioramento progressivo negli
anni delle tecniche di micromanipolazione di gameti ed embrioni preimpianto che
ha permesso sia il trasferimento nucleare da una cellula somatica alla cellula uovo
enucleata con il minimo danno possibile, sia un aumento sempre maggiore del
numero di embrioni manipolati così ottenuti.
La tecnica di trasferimento nucleare impiegata per l’ottenimento di Cumulina
appare di estrema utilità per lo studio e la comprensione dei meccanismi mole-
colari che regolano le prime fasi dello sviluppo dell’embrione di mammifero. È
questo infatti un modello di studio che permetterà di capire come una cellula uovo
sia in grado di riprogrammare il DNA di una cellula somatica ponendolo in grado
di iniziare e completare lo sviluppo embrionale.
Fenomeni simili di azzeramento parziale o completo della “memoria” genetica di
una cellula sono noti nel caso della crescita neoplastica, quando una cellula perde
quelle che sono le proprie caratteristiche differenziative e, non riconoscendo più
alcun segnale di inibizione, continua a proliferare con caratteristiche simili a
quelle delle cellule dei primi stadi embrionali. La cellula uovo è straordinaria
nelle sue capacità di riprogrammare il DNA del nucleo della cellula somatica che
è stata introdotta al suo interno. Essa è chiaramente in grado di guidare il DNA
della cellula somatica verso un destino differenziativo che è quello caratteristico
dello sviluppo embrionale. 
La scoperta che anche nei mammiferi la differenziazione cellulare non è un pro-
cesso terminale, ma può essere modificato, apre enormi possibilità sia nell’ambi-
to della ricerca di base che in quella bio-medica e farmacologica. Quando avre-
mo capito nei dettagli come sia possibile riprogrammare l’informazione genetica
di una cellula somatica (e questo richiederà ancora molti anni di ricerca), dispor-
remo di quelle conoscenze e di quegli strumenti concettuali che ci permetteranno
di ripercorrere, passo per passo, gli eventi che portano alle trasformazioni tumo-
rali, di individuarne i meccanismi molecolari che li presiedono e guidano.
Potrebbe quindi diventare possibile un intervento terapeutico in grado di ripro-
grammare le cellule tumorali e farle “rientrare” nel sentiero differenziativo che
avevano ormai perso. La tecnica del trasferimento nucleare sviluppata dal grup-
po di Yanagimachi offre ai biologi l’opportunità di impiegare un laboratorio di
biologia cellulare e molecolare già confezionato dalla natura, l’oocita, o meglio il
citoplasma dell’oocita, per svelare in termini di cinetica dello sviluppo quegli
aspetti, e sono molti, ancora oscuri dell’interazione nucleo-citoplasmatica che
presiedono alle espressioni del genoma nel vivente.
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2

Molteplici sorgenti di cellule staminali
somatiche da adulto

Esistono due tipi di cellule staminali: le cellule staminali embrionali, isolate dalle
cellule più interne della blastocisti e capaci di generare i tre foglietti embrionali
(ectoderma, mesoderma ed endoderma), e le cellule staminali somatiche, che nel-
l’individuo adulto si trovano in vari distretti tessutali e sono preposte a generare
le cellule differenziate specifiche di quel determinato tessuto.
In base alla loro potenzialità differenziativa le cellule staminali possono essere
distinte in: totipotenti se generano cellule di tessuti embrionali ed extra-embrio-
nali, pluripotenti se generano cellule di tutti i tessuti embrionali, multipotenti se
generano sottogruppi di linee cellulari, oligopotenti se generano sottogruppi
ristretti di linee cellulari, unipotenti se generano un solo tipo di cellule mature.
Secondo le conoscenze biologiche classiche la cellula staminale somatica è quel-
la cellula capace di rinnovare le cellule del suo stesso tessuto di appartenenza,
andate distrutte per il ricambio fisiologico o a seguito di un danno tessutale. Le
sue caratteristiche biologiche essenziali sono:
1) la capacità di autorinnovarsi;
2) la capacità di trasferire il proprio patrimonio genetico a tutte le cellule figlie

(clonogenicità);
3) la capacità di dare origine ad una popolazione cellulare costituita da progeni-

tori, che sono commissionati verso una determinata linea cellulare e hanno
perso la capacità di autorinnovarsi, e da cellule con vari livelli di differenza-
zione sino agli elementi maturi. 

Le cellule staminali somatiche possono essere distinte l’una dall’altra in base ai
tessuti da cui vengono raccolte. L’elenco delle cellule staminali tessuto-specifiche
sinora identificate comprende cellule di origine ectodermica (cellule staminali
cutanee, dei follicoli piliferi, del tessuto nervoso), mesodermica (cellule stamina-
li ematopoietiche, mesenchimali, del cordone ombelicale, del muscolo scheletri-
co, del muscolo cardiaco) endodermica (cellule staminali delle isole pancreatiche,
cellule ovali del fegato). Come già affermato, la loro primaria direzione di diffe-
renziazione è diretta nell’ambito del tessuto di appartenenza (Tab. 1).
Recentemente, è stato però dimostrato che alcune cellule staminali somatiche
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possono differenziare al di fuori del loro tessuto di origine; ad esempio cellule
staminali del midollo osseo possono dar origine a cellule endoteliali, epatiche,
muscolari, nervose; alternativamente, cellule staminali del fegato, del muscolo o
del tessuto nervoso possono dar origine alle cellule del sangue.
Le cellule staminali adulte più studiate sono quelle che hanno sede nel midollo
osseo. Nell’ambito di tale popolazione cellulare è possibile distinguere:
1) cellule staminali ematopoietiche, la cui esistenza è provata dalla ricostituzione
ematologica dopo chemioterapia mieloablativa, presentano fenotipo
CD34+CD38- e CD34-CD38-, in coltura formano colonie e in vivo danno origi-
ne alle varie linee maturative ematiche;
2) cellule staminali mesenchimali, che in coltura crescono come cellule aderenti
e hanno una sopravvivenza definita, in risposta ad appropriati stimoli si differen-
ziano in osteoblasti, condroblasti e adipociti, sono sempre CD45- ma non pre-
sentano un fenotipo caratteristico. 
Ultimamente ha richiamato particolare attenzione l’osservazione della possibilità
che alcune cellule staminali somatiche nell’adulto possano avere proprietà simili
a quelle delle cellule staminali embrionali. Mentre sino ad ora non esiste la prova
sicura che queste cellule esistano nei tessuti normali, cellule staminali adulte mul-
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Tab. 1 - Cellule staminali somatiche nell’uomo adulto e loro primaria direzione di differenziazione.

Tipo cellulare Localizzazione tessuto-specifica Cellule o tessuti prodotti

C.s. ematopoietiche Midollo osseo, sangue periferico C. linfoemopoietiche
midollari e del sangue

C.s. mesenchimali Midollo osseo, sangue periferico Osso, cartilagine, tendine,
tessuto adiposo, muscolo, stroma
midollare, c. neurali

C.s. neurali C. ependimali, astrociti (zona sub- Neuroni, astrociti, oligodendrociti
ventricolare) del SNC

C.s. epatiche Piccoli dotti terminali biliari C. ovali che generano 
(canali di Hering) epatociti e c. duttali

C.s. pancreatiche C. intrainsulari, c. ovali, C. beta
c. duttali

C.s. muscolo sche- Fibre muscolari Fibre muscolari scheletriche
letrico o c. satelliti 

C.s. cutanee Strato basale dell’epidermide, Epidermide, follicoli piliferi
(cheratociti) bulbo dei follicoli piliferi

C.s. epiteliali C. basali e mucipare della trachea, C.ciliate e mucose, pneumo-
del polmone C. bronchiolari di Clara, pneumo- citi di I e II tipo

citi alveolari di II tipo

C.s. epitelio C. epiteliali localizzate attorno C. di Paneth, enterociti con 
intestinale alla base di ogni cripta borbo a spazzola, c.a calice,

c. eteroendocrine dei villi
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tipotenti sono state trovate dopo coltura di elementi stromali del midollo osseo
per un lungo periodo di tempo e in particolari condizioni; si tratterebbe quindi di
un tipo particolare di cellule stromali mesenchimali (Jiang et al., 2002). è stato
segnalato che queste cellule progenitrici adulte multipotenti (multipotential adult
progenitor cells, MAPCs) sono in grado di generare molti tipi cellulari, sia in
vitro che in vivo, dopo iniezione nella blastocisti embrionale del topo. MAPCs
sono state isolate dal midollo osseo sia del topo che dell’uomo; in parecchi labo-
ratori sono allo studio le condizioni per la loro differenziazione in specifici tipi
cellulari, comprendenti tessuti di derivazione ecto- meso- ed endo-dermica. Se
queste ricerche avranno successo, tali cellule troveranno un largo impiego nel-
l’ambito della medicina rigenerativa, per riparare un ampio spettro di danni tes-
sutali.
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3

Riprogammazione genetica
di cellule somatiche differenziate:
i citoplasti naturali e artificiali.
Definizione di plasticità differenziativa:
i geni stemness

La biologia dello sviluppo vive oggi un periodo particolarmente felice. La gene-
tica e la biologia cellulare che tanto avevano tratto dagli studi di embriologia,
riportano ora a questa disciplina un bagaglio di conoscenze e tecniche che per-
mettono agli embriologi di affrontare e, molto probabilmente, di risolvere quesi-
ti che per decenni sono rimasti senza risposta. Tra questi, fin dal secolo scorso, il
più avvincente riguarda le modalità con cui avviene il processo di differenzia-
mento cellulare durante l’embriogenesi. In particolare:
1) quali sono i meccanismi e le molecole che inducono una cellula indifferen-

ziata verso una via differenziativa piuttosto che un’altra?
2) il processo di differenziamento è terminale oppure la cellula può ritornare allo

stato iniziale di totipotenza?
Il novecento è stato caratterizzato da grandi scoperte che hanno costituito un
momento di svolta nell’ambito delle conoscenze embriologiche. Dopo quasi un
secolo di ricerche conosciamo meglio le dinamiche del differenziamento cellu-
lare anche se ci sfuggono ancora quelle dello sviluppo dell’embrione. Lo zigo-
te, formatosi dalla fusione dello spermatozoo con la cellula uovo, è la prima cel-
lula che costituisce il nuovo individuo. Questa cellula possiede tutte le informa-
zioni, a livello nucleare e citoplasmatico, necessarie a dare inizio allo sviluppo
dell’embrione. Con il procedere dello sviluppo, le cellule iniziano a differen-
ziarsi, cioé ad assumere caratteristiche e funzioni diverse e parallelamente l’or-
ganizzazione dell’embrione diventa sempre più complessa. Il cambiamento nel
numero e nella tipologia dei geni che si esprimono in ogni fase temporale dello
sviluppo porta dapprima alla determinazione del destino differenziativo delle
cellule e in momenti successivi alla loro effettiva differenziazione, ai diversi tipi
cellulari che compongono l’organismo adulto. In alcuni tessuti dell’adulto per-
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marranno comunque cellule che non andranno mai incontro al processo di deter-
minazione e differenziamento, mantenendo capacità di rinnovo di tipo embrio-
nale. Queste ultime costituiscono le cellule staminali, cellule in grado di sosti-
tuire quelle differenzianti nei tessuti caratterizzati da un alto ricambio cellulare
causato da processi di continuo differenziamento (ad esempio, le cellule germi-
nali maschili dell’epitelio seminifero o le cellule del tessuto ematopoietico) o da
processi di continua morte cellulare (ad esempio nell’epidermide). Le cellule
staminali sono pluripotenti, mantengono cioé capacità proliferative durante tutta
la vita dell’individuo e si dividono asimmetricamente, con una delle due cellu-
le figlie che rimane di tipo staminale e l’altra che inizia il processo differenzia-
tivo. Nei mammiferi, le cellule staminali pluripotenti sono presenti nella massa
di cellule del nodo embrionale della blastocisti nelle fasi preimpianto, nell’em-
brione e nel feto durante lo sviluppo e si ritrovano anche nell’individuo adulto.
Con il procedere dello sviluppo embrionale e fetale il numero di cellule stami-
nali si riduce nell’individuo adulto sono presenti solo in alcuni precisi distretti
tissutali. 
Dall’embrione preimpianto allo stadio di blastocisti si possono isolare le cellule
del nodo embrionale e coltivarle fino ad ottenerne migliaia, le cosidette cellule
embrionali staminali (ES cells, Embryonic Stem cells) la cui caratteristica princi-
pale è l’elevata capacità di differenziarsi in qualsiasi altro tipo cellulare. Cellule ES
di topo sono state differenziate in vitro in cellule epiteliali, muscolari, nervose o
pancreatiche. Di recente, un gruppo di ricercatori dell’Università di Bonn e del
National Institute of Neurological Disorders and Stroke negli Stati Uniti è riusci-
to a differenziare delle cellule ES in cellule della glia, un tipo di cellula nervosa
che produce lo strato di mielina che ricopre le fibre nervose. Queste cellule, quan-
do trasferite nel cervello di topi deficienti per la produzione di mielina, sono state
capaci di esprimere una normale attività sintetica di questa proteina. Un altro grup-
po di ricercatori della Washington University School of Medicine in St. Louis ha
prodotto, sempre a partire da cellule ES, delle cellule nervose immature che se tra-
sferite nella spina dorsale danneggiata di ratti, ne ristabiliscono le normali funzio-
ni. Analoghi tentativi sulle scimmie e su alcuni pazienti (compiuti ad Harvard dal
neurobiologo Evans Snyder) fanno ritenere non lontano nel tempo la possibilità di
riparare motoneuroni con la riacquisizione delle funzioni deambulatorie. è recen-
te la notizia dell’isolamento e coltura di cellule ES ottenute da blastocisti umane
al quattordicesimo giorno di sviluppo. Le blastocisti provengono dalle cliniche di
fecondazione in vitro e sono embrioni in eccesso che non sono stati trasferiti nel-
l’utero della madre, ma con il consenso dei genitori utilizzate per la ricerca. Uno
studio successivo ha anche dimostrato le potenzialità che hanno le cellule ES
umane di differenziarsi, come quelle di topo, in altri tipi cellulari. 
Nell’embrione postimpianto e poi nel feto sono ancora molte le cellule staminali
presenti, anche se difficile è il loro isolamento. Tra le più studiate sono sicura-
mente le cellule germinali primordiali (PGC, Primordial Germ Cells) che rappre-
sentano lo stadio di differenziamento che precede la formazione delle gonadi. Le
PGC fanno la loro comparsa, nell’embrione di topo e umano, alla 1a e 3a setti-
mana di sviluppo rispettivamente. Se isolate dall’embrione queste cellule sono in
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grado di moltiplicarsi e produrre cellule pluripotenti dette EG (Embryonic Germ
cells) in grado, come le cellule ES, di differenziarsi in quasi tutti i tipi cellulari
presenti nell’individuo adulto. La loro difficile reperibilità ne ostacola però forte-
mente il possibile impiego quale sorgente di reagente biologico utile nel tratta-
mento terapeutico di tante patologie.
Nell’individuo adulto si trovano cellule staminali in diversi distretti tissutali dif-
ferenziati: nel midollo spinale, nell’epitelio seminifero della gonade maschile,
nella retina, negli epiteli, nel cervello. Se le cellule staminali di ciascuno di que-
sti distretti vengono isolate e opportunamente coltivate è possibile espanderle di
numero e differenziarle nel tipo cellulare specifico del distretto tissutale da cui
derivano o anche transdifferenziarle ottenendo così, ad esempio, cellule del san-
gue a partire da cellule staminali del tessuto nervoso. Il gruppo diretto da Angelo
Vescovi ha differenziato cellule muscolari a partire da cellule staminali neurona-
li. è chiaro che disporre di un reagente biologico quale le staminali, da differen-
ziare nei diversi tipi cellulari, apre nuovi scenari terapeutici: patologie ora poco
trattabili, quali l’Alzheimer, il Parkinson, l’infarto, il diabete e molte altre potreb-
bero essere affrontate con maggior successo grazie alla sostituzione dei tessuti
danneggiati.
Le cellule staminali adulte sono purtroppo di difficile reperibilità, poiché nume-
ricamente molto scarse; inoltre non possono essere coltivate a lungo, poiché dopo
alcune divisioni cellulari, tendono a perdere le caratteristiche di pluripotenzialità.
Diversamente, le cellule ES possono essere mantenute in coltura per moltissimi
cicli di divisione, addirittura per più di dieci anni, senza perdere di pluripotenzia-
lita’. 
Una via alternativa per ottenere cellule staminali è il loro isolamento dal cordone
ombelicale. Va comunque ricordato che le limitazioni numerica e fisiologica si
presentano anche in questo caso, sebbene in minor misura.

Reversibilità del programma differenziativo

Accanto a queste sorgenti fisiologiche di cellule staminali, negli ultimi tre anni,
se ne è aggiunta un’altra molto promettente basata sulla possibilità di modificare
il programma genetico delle cellule differenziate. Questa nuova possibilità si è
sviluppata a partire dal 1997 quando sono stati pubblicati i risultati di alcune
ricerche che dimostrano come il programma genetico di nuclei di cellule termi-
nalmente differenziate può essere modificato fino ad una sua completa ripro-
grammazione. I ricercatori Willmut e Campbell, nella pecora, e successivamente
Yanagimachi e collaboratori, nel topo, hanno stabilito con chiarezza che il nucleo
di cellule somatiche terminalmente differenziate, quando trasferito nel citoplasma
di una cellula uovo, viene riprogrammato ed è capace di iniziare lo sviluppo
embrionale e di portare alla nascita di un nuovo individuo. Dal punto di vista
genetico il nuovo individuo è una “copia genomica” del donatore della cellula
somatica impiegata per il trasferimento nucleare e quindi possiamo definirlo un
clone genetico.
Rimangono oscuri quali siano i meccanismi e le molecole coinvolte in questo pro-
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cesso di deprogrammazione e riprogrammazione del genoma della cellula soma-
tica dopo il suo trasferimento nell’ooplasma. È però chiaro, come dimostarto da
Kikyo e Wolffe, che la riprogrammazione comporta modificazioni nella compo-
sizione proteica della fibra di DNA, modificazioni capaci di determinare varia-
zioni regolative della attività di espressione genica: la cromatina si decondensa,
la struttura a nucleosomi si destabilizza per la sostituzione degli istoni somatici
H1 con la loro variante oocitaria B4 e la dissociazione dalla fibra di DNA delle
proteine regolatrici.

Attivazione del genoma embrionale

Un aspetto importante che ci aiuta nel definire i tempi in cui avvengono le modi-
ficazioni delle funzioni del genoma della cellula somatica, successivamente al
suo trasferimento nel citoplasma della cellula uovo, riguarda le modalità ed i
tempi di attivazione dei geni embrionali. In tutti i mammiferi le prime fasi dello
sviluppo embrionale a partire dallo zigote avvengono grazie agli RNA messag-
geri (mRNA) e alle proteine di origine materna presenti nel citoplasma dell’ooci-
ta e prodotti durante l’oogenesi. mRNA e proteine materne si esauriscono col pro-
cedere dello sviluppo embrionale mentre parallelamente inizia la sintesi di
mRNA da parte dell’embrione. L’attivazione del genoma embrionale (ZGA,
Zygotic Genome Activation) avviene durante lo sviluppo preimpianto in momen-
ti diversi nelle diverse specie di Mammifero. Nel topo lo ZGA avviene a partire
dall’embrione a 2 cellule, nell’embrione umano a partire da 4 cellule, nel coni-
glio e nella pecora a 16/32 cellule. Se l’embrione non esprime correttamente i
geni embrionali entro questi tempi non potrà proseguire lo sviluppo. Ad esempio,
lo zigote di topo ottenuto con il trasferimento di un nucleo somatico deve neces-
sariamente avere il nuovo programma genetico attivo allo stadio di 2 cellule per
procedere correttamente nello sviluppo embrionale. Ne consegue che per la com-
prensione dei meccanismi e delle molecole coinvolti nel processo di de-differen-
ziazione e riprogrammazione del genoma dei nuclei somatici, gli studi devono
essere effettuati nelle primissime fasi dello sviluppo embrionale preimpianto, nei
momenti immediatamente successivi al trasferimento dei nuclei somatici negli
oociti enucleati.

Fattori importanti per la riprogrammazione
del genoma del nucleo trasferito

Tra i diversi fattori coinvolti nelle prime fasi che seguono il trasferimento del
nucleo somatico nell’ooplasma, sicuramente importanti sono il grado di ploidia
del genoma (il contenuto in DNA) ed il momento del ciclo cellulare in cui si trova
il nucleo trasferito. Si è notato, ad esempio, che il trasferimento di nuclei nella
fase G0 del ciclo cellulare facilita lo sviluppo preimpianto, aumentando il nume-
ro di blastocisti ottenute.
Quali sono i meccanismi molecolari ad oggi conosciuti in grado di regolare l’e-
spressione del genoma negli embrioni preimpianto di Mammifero?
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Modificazioni epigenetiche: regole e vincoli alle potenzialità del genoma

Sebbene nella maggior parte delle cellule il contenuto in DNA (le dimensioni del
genoma) e le sequenze del DNA rimangano invariate col procedere dello svilup-
po embrionale, il repertorio di geni che viene espresso in un dato tipo cellulare
e in un dato momento del ciclo cellulare è limitato e specifico per ogni tipo cel-
lulare. L’espressione del genoma embrionale viene regolata e limitata da una
serie di meccanismi di tipo epigenetico quali la metilazione del DNA, l’organiz-
zazione della cromatina e l’architettura nucleare. Questi meccanismi, attivi
durante la gametogenesi e le prime fasi dello sviluppo embrionale preimpianto,
sono coinvolti nel modellare e modulare le funzioni del genoma. Cambiamenti
in uno o più di questi regolatori epigenetici determinano modificazioni nell’e-
spressione genica. 

La metilazione del DNA

La regolazione dell’espressione di molti geni è dipendente dalla presenza/assen-
za di citosine metilate lungo la sequenza del DNA del gene. La metilazione è
associata ad importanti eventi nello sviluppo embrionale quali l’inattivazione del
cromosoma X nelle femmine di Mammifero e nel fenomeno dell’imprinting,
processo che consiste in una marcatura differenziale dei genomi paterno e mater-
no durante la gametogenesi così che l’espressione di alcuni geni dipende dalla
loro origine parentale. Il gamete maschile e quello femminile, differenzialmen-
te metilati al momento della fecondazione, hanno una diversa organizzazione
della cromatina.
I geni costitutivi (quelli che si esprimono in tutti i tessuti) sono demetilati in
entrambi i gameti e si mantengono demetilati durante tutte le fasi dello svilup-
po preimpianto; al contrario, i geni tessuto specifici sono fortemente metilati
nello spermatozoo e meno metilati nell’oocita e vanno incontro ad una genera-
le demetilazione durante lo sviluppo preimpianto, per poi essere nuovamente
metilati successivamente all’impianto. Questo processo di demetilazione pare
necessario per ristabilire uno stato di pluripotenzialità prima dell’inizio della
determinazione e differenziazione cellulare che prende il via con la gastrula-
zione, subito dopo l’impianto, ed è contemporaneo ad una estesa de novo meti-
lazione. La presenza di citosine metilate è in grado di modificare la conforma-
zione della cromatina così da facilitare o impedire il legame con fattori o inibi-
tori della trascrizione.

L’organizzazione della cromatina nello spermatozoo,
nell’oocita e nell’embrione preimpianto

L’organizzazione della cromatina cambia durante le gametogenesi maschile e
femminile e nel corso delle prime fasi dello sviluppo dell’embrione. Nel gamete
maschile gli istoni vengono sostituiti dalle protamine (necessarie a garantire l’al-
ta condensazione della cromatina nella testa dello spermatozoo) durante la sper-
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mioistogenesi; queste ultime vengono sostituite a loro volta con proteine istoni-
che quando lo spermatozoo è penetrato all’interno del gamete femminile durante
la decondensazione della cromatina e la formazione del pronucleo.
Durante l’oogenesi, la cromatina si organizza secondo un’architettura ben preci-
sa che permette di identificare due tipi di oociti presenti nel compartimento
antrale dell’ovario. Questi oociti sono stati denominati SN (Surrounded
Nucleolus) ed NSN (Not Surrounded Nucleolus) per la presenza o assenza
rispettivamente di un anello di cromatina attorno al nucleolo e per una cromati-
na fortemente condensata o dispersa nel nucleo. La differenza tra i due tipi di
oociti non è solo morfologica ma è anche funzionale poiche’ correlata ad una
diversa attività genica ed alla possibilità di proseguire (SN) o meno (NSN) nello
sviluppo embrionale dopo la fecondazione: solo il tipo SN è in grado di com-
pletare lo sviluppo preimpianto.
Dopo la fecondazione, l’organizzazione della cromatina dei gameti maschile e
femminile va incontro ad importanti fenomeni di rimodellamento. Nell’embrione
preimpianto, la nuova organizzazione della cromatina regola l’espressione geni-
ca consentendo una prima ondata di attivazione di geni embrionali a partire dalla
fase terminale (G2) del primo ciclo cellulare ed una espressione genica qualitati-
vamente e quantitativamente più consistente nella fase G2 del secondo ciclo cel-
lulare, nell’embrione a 2 cellule.

L’architettura del genoma

I cromosomi all’interno del nucleo non sono disposti in maniera casuale, ma
occupano precise regioni che variano con il ciclo cellulare così da definire un
contesto dinamico che si ripete ad ogni ciclo cellulare. Ciò è stato dimostrato uti-
lizzando una tecnica di ibridazione in situ chiamata “chromosome painting”, che
permette di evidenziare tutto un singolo cromosoma con sonde fluorescenti. Se
un cromosoma o una sua porzione viene ad essere spostata dal proprio dominio
spaziale (ad esempio in presenza di traslocazioni cromosomiche), allora anche
l’espressione dei geni di quella porzione può cambiare.
Cosa accade ad un nucleo di una cellula somatica quando viene trasferito all’in-
terno dell’ooplasma? Le caratteristiche particolari di metilazione, organizzazione
della cromatina e architettura del genoma vengono mantenute o variate? La com-
parazione tra lo status epigenetico del genoma di uno zigote ottenuto normal-
mente dalla fecondazione di uno spermatozoo e di un oocita con quello di uno
zigote ricostituito (ottenuto in seguito al trasferimento nucleare) permette di
cogliere quali siano le condizioni necessarie per il proseguimento dello sviluppo
embrionale. In questo modo è possibile definire con precisione quali siano i
requisiti di metilazione, organizzazione della cromatina e architettura nucleare
necessari al corretto sviluppo dell’embrione ed anche quali siano le modificazio-
ni “tollerate” o “tollerabili”. Sarà proprio la comprensione di questi “confini” epi-
genetici entro i quali il genoma si esprime correttamente a definire l’ambito di
possibili interventi sperimentali (nella ricerca di base) e terapeutici (nelle appli-
cazioni biomediche).
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Riprogrammazione terapeutica delle funzioni del genoma

La comprensione dei meccanismi che intervengono nel differenziamento cellu-
lare e nei processi che lo rendono reversibile apre non solo vasti scenari di cono-
scenza, ma ancor più vaste possibilità applicative in ambito biomedico e farma-
cologico. è così possibile prevedere la possibilità di ottenere in vitro la de-diffe-
renziazione di una cellula somatica prelevata da un individuo adulto e poi di gui-
darne la re-differenziazione per ottenere un tipo cellulare nuovo in grande quan-
tita’, ritrasferibile nel corpo dell’individuo oppure coltivabile fino all’otteni-
mento di una popolazione omogenea e potenzialmente in grado di progredire
nelle fasi successive dell’istogenesi e dell’organogenesi. O ancora, la possibilità
di indurre cellule quiescenti a riacquisire funzioni utili in un organismo diffe-
renziato o di modificare i meccanismi della progressione neoplastica fino alla
completa reversione del tumore ed alla riprogrammazione delle attività normali
della cellula. 
La più promettente applicazione in ambito biomedico delle tecniche di ripro-
grammazione delle funzioni del genoma è certamente quella della produzione di
popolazioni cellulari o di veri e propri tessuti da trapianto differenziati ad hoc.
Per le diverse patologie si può prevedere di differenziare in vitro i tipi cellulari
necessari per la terapia da attuare. Questa via, sebbene ancora non praticabile in
tutte le sue tappe, sicuramente offre una prospettiva per i milioni di pazienti affet-
ti da patologie degenerative o croniche la cui incidenza nella popolazione è estre-
mamente elevata. 
Le cellule staminali ES e quelle EG sono in grado, in specifiche condizioni di col-
tura, di generare nuovi tipi cellulari differenziati. L’impiego terapeutico di questi
tipi cellulari è però ostacolato da almeno due grandi difficoltà. La prima è costi-
tuita dalla difficile reperibilità di cellule staminali dall’adulto e dal fatto che le
cellule ES possono esser isolate solo da embrioni, con conseguenti problemi di
natura etica. La seconda è legata ad eventuali incompatibilità immunologiche nel
trapianto di questi nuovi tessuti. Questo secondo problema può essere risolto
impiegando cellule staminali del paziente da curare, quando si riescano ad otte-
nere, oppure utilizzando campioni di cellule del cordone ombelicale congelate
alla nascita. 
Una strategia completamente diversa è quella di associare le tecniche del trasfe-
rimento nucleare con le metodiche impiegate per il differenziamento delle cel-
lule staminali. è chiaro che anche questa strategia richiede l’uso di oociti, con
ciò incontrando sia i problemi di natura etica legati all’impiego ed alla donazio-
ne di gameti sia quelli relativi alla salute della donna donatrice di oociti.
L’impiego di cellule uovo di altre specie risultata incoraggiante; Tanja Dominko
ha dimostrato che il citoplasma dell’oocita di bovino è in grado di determinare
la proliferazione cellulare del nucleo di cellule somatiche di ratto, maiale, ariete
e scimmia sino alla formazione della cavità del blastocele. I risultati di questi
lavori rendono chiaro che i meccanismi e le molecole che regolano i primi stadi
dello sviluppo embrionale e la precoce differenziazione cellulare sono evoluti-
vamente conservati.
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In questa prospettiva è quindi prioritario il proseguimento della ricerca in model-
li animali sui meccanismi e sulle molecole che governano i fenomeni di de-pro-
grammazione e ri-programmazione. Ad oggi, i fattori che più efficacemente sti-
molano la riprogrammazione del nucleo somatico e che specificano funzional-
mente le cellule staminali sono scarsamente conosciuti. Tra i pochi noti, l’e-
spressione della fosfatasi alcalina, del fattore di crescita GDF-3, di trascrizione
OCT-4, di repressione Genesis, la comparsa delle proteine del gruppo Polycomb
e di quelle capaci di legare le isole CpG metilate. Lo scopo di queste ricerche è
quello di giungere a riprogrammare in vitro i nuclei delle cellule somatiche in
assenza del gamete femminile impiegando citoplasti artificiali. Questa strategia
di ricerca è fortemente auspicata nel rapporto della commissione di studio sul-
l’uso delle cellule staminali per finalità terapeutiche, presieduta dal Nobel
Renato Dulbecco, di recente istituita dal Ministro della Sanità Prof. Umberto
Veronesi. Nel rapporto Dulbecco, la commissione, recepiti i più recenti avanza-
menti delle conoscenze scientifiche nel settore della biologia delle cellule sta-
minali e dopo aver valutato le proposte del rapporto Donaldson
(www.doh.gov.uk) per la ricerca sulle cellule staminali, ha sottolineato il fatto
che il sostegno alla ricerca sul differenziamento cellulare al fine di ottenere cel-
lule e tessuti è centrale per lo sviluppo delle politiche sanitarie basate sulla medi-
cina ricostruttiva. Si pensi che solo negli USA circa 60 milioni di persone pre-
sentano patologie del sistema cardiovascolare (9,5 in Italia), più di 15 sono affet-
te da diabete (2,1), 10 dalla osteoporosi (2,2), più di 4 dall’Alzheimer (0,5) e più
di 2 dal Parkinson (0,04). 
La ricerca sulle vie di produzione delle cellule staminali ed in particolare il loro
impiego nella terapia (altri se ne potrebbero indicare, impiego per saggi di eco-
tossicologia, di dinamica farmacologica, etc.) costituirà inoltre un vero e proprio
Eldorado per le imprese mercantili considerando la loro potenziale efficacia in un
contesto di terapia cellulare/tissutale per la sostituzione di cellule o tessuti dan-
neggiati o non funzionanti nella prospettiva di superare il tradizionale trapianto di
organo da cadavere. Si pensi alla ricostruzione del midollo spinale danneggiato
da traumi fisici o del tessuto cardiaco dopo infarto, alle malattie infiammatorie di
natura sistemica (sindrome di Sjögren), grazie alla sostituzione delle cellule delle
ghiandole salivari atrofiche o a quelle muscolo-scheletriche (displasia ossea,
malattie progressive delle giunzioni ossee, osteogenesis imperfecta, miopatie pri-
mitive) ed ancora alle malattie degenerative della retina, della cornea e dell’ap-
parato uditivo, i cui tessuti siano danneggiati per cause genetiche o traumatiche
ed infine alle malattie degenerative del sistema nervoso (Alzheimer, morbo di
Parkinson, malattia di Huntington, sclerosi laterale amiotrofica). Fattore cruciale
per il successo di tutte queste terapie è la quantità di cellule necessarie per tratta-
re un paziente: il materiale embrio/fetale di 5-6 aborti permette la raccolta di un
numero di staminali neuronali utili al recupero funzionale (dai 2 ai 5-6 anni) di
un solo paziente parkinsoniano. Questi numeri dicono chiaramente che altre fonti
di staminali sono necessarie, in attesa di giungere a riprogrammare in vitro i
nuclei somatici: è dovere della ricerca accademica e della impresa chimico-far-
maceutica trovarle.
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4

Caratterizzazione biologica delle cellule
del cordone ombelicale: Cellule staminali
somatiche di origine fetale

Il trapianto allogenico (o da donatore) di cellule staminali (CS) derivate da midol-
lo osseo (MO), sangue periferico (SP) o cordione ombelicale (CO) è attualmente
utilizzato per la terapia di pazienti con emopatie maligne, aplasie, alcune immu-
nodeficienze congenite ed alcune malattie metaboliche. Uno dei maggiori limiti
all’utilizzo delle CS allogeniche è costituito dalla necessità di reperire un dona-
tore idoneo. Anche se allo stato attuale quasi due milioni di donatori di CS da MO
o SP sono iscritti ai Registri Internazionali, il 50% dei candidati al trapianto non
riesce a trovare un donatore pienamente compatibile per i diversi loci del sistema
maggiore di istocompatibilità HLA. Inoltre, molti gruppi etnici sono scarsamen-
te rappresentati nei registri dei donatori. 
In questo contesto, nella prima metà degli anni ’90 sono sorti contemporanea-
mente a New York, Dusseldorf e Milano tre programmi di raccolta di CS da CO
(da qui in poi denominate CS-CO) tipizzate per il sistema HLA e disponibili per
il trapianto.
Il razionale biologico di questa iniziativa risiedeva in una serie di studi condotti
alla fine degli anni ’80 che avevano dimostrato la presenza di CS nel CO
(Broxmeyer at al., PNAS 1989) e la loro capacità di rigenerare una ematopoiesi
completa nei riceventi pediatrici sottoposti a mieloablazione. Il primo paziente
trapiantato con CS-CO, affetto da anemia di fanconi, venne trapiantato il 6 otto-
bre 1988 da una equipe mista franco-statunitense (Gluckman et al., NEJM 1989).
Il successo clinico di questo caso fu la prova di principio della possibilità di usare
le CS-CO per la terapia dei pazienti pediatrici. 
Lo sviluppo delle banche di CS-CO ha quindi permesso negli anni ’90 e all’ini-
zio del nuovo secolo di intensificare l’uso di questa risorsa, e recenti review indi-
cano in oltre 3500 i riceventi di trapianti di CS-CO, in larga maggioranza pazien-
ti pediatrici (Cohen e Nagler, Blood Rev 2004) ed in oltre 70,000 le unità di CS-
CO tipizzate e disponibili per l’uso clinico (Benito et al., Bone Marrow Transpl
2004). 
L’intenso uso clinico delle CS-CO ha permesso di identificare una finestra di
opportunità cliniche differente rispetto alle CS da MO o SP. La natura “naive” dei
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linfociti presenti nel CO ha infatti consentito l’utilizzo delle CS-CO con una
incompatibilità HLA più ampia (1-2 antigeni) rispetto alle CS da MO o SP, senza
incorrere in incidenze di malattie da trapianto contro ospite (GVHD) più signifi-
cative. Studi immunologici hanno inoltre evidenziato come questi stessi linfociti
presenti nel CO possano essere attivati nel corso del trapianto in modo da indur-
re una significativa attività di trapianto contro leucemia (GVL). 
Il rovescio della medaglia, emerso soprattutto nella valutazione degli oltre 500
trapianti sjn qui effettuati nei pazienti adulti, è dovuto all’esiguo numero di CS
presenti in una singola unità di CS-CO. I tempi di attecchimento delle filiere mie-
loidi, eritroidi e soprattutto megacariocitaria risultano infatti significativamente
dilazionati rispetto a quanto osservato nei pazienti adulti trapiantati con CS da
MO o SP (Takahashi et al, Blood 2004).
Allo stato attuale, dunque, la ricerca clinica sull’utilizzo delle CS-CO si incentra
sulla necessità di superare la barriera costituita dal limitato numero di CS. Due
sono le principali strategie in atto: da una parte si cerca di espandere ex vivo le
CS mediante esposizione a fattori di crescita (SCF, FL, TPO, etc.) e/o linee cel-
lulari (principalmente endoteliali o mesenchimali) con funzione di sostegno alla
proliferazione delle CS. Dall’altra si considera la possibilità di utilizzare contem-
poraneamente più unità di CS-CO. 
Gli studi preclinici e clinici delle procedure di espansione ex vivo delle CS-CO
hanno fin qui dato risultati non conclusivi, soprattutto perchè non è chiaro il
potenziale di attecchimento a lungo termine delle cellule poste in coltura
(Mazurier et al., Ann NY Acad Sci 2003). Allo stesso modo, alla luce dei primi
studi clinici, non è ancora chiaro se l’utilizzo di più unità di CS-CO sia associa-
to ad un beneficio in termini di velocità di attecchimento delle diverse filiere emo-
poietiche o attività GVL (Barker e Wagner, Nat Rev Cancer 2003). Di particola-
re interesse appare dunque la recente osservazione dell’aumento del potenziale di
attecchimento delle CS emopoietiche conseguente alla modulazione della pepti-
dasi CD26 (Christopherson et al., Science 2004). 
La particolare natura delle CS-CO, che le pone in qualche modo a cavaliere tra le
CS di derivazione embrionale e le CS dell’adulto, lascia anche intravedere degli
utilizzi clinici in grado di sfruttarne le capacità proliferative e di plasticità. Poiché
su base mondiale appare chiara la necessità di accedere a nuove sorgenti di cel-
lule mature del sangue per uso trasfusionale, diversi gruppi hanno studiato la pos-
sibilità di usare le CS-CO per la produzione ex vivo di globuli rossi. Popolazioni
di cellule CD34+ del CO sono state espanse in vitro verso la filiera eritroide otte-
nendo una espansione quasi uni-linea di eritroblasti. Queste cellule, iniettate in
diversi modelli di topi immunodeficienti, hanno permesso la proliferazione e la
differenziazione terminale in globuli rossi maturi e funzionali (Neidez-Nguyen et
al., Nat Biotechnol 2002). Resta ancora da valutare la fattibilità su larga scala di
questo approccio potenzialmente molto interessante dal punto di vista clinico.
Un altro campo di particolare interesse è rappresentato dalle malattie neurologi-
che ed in particolare da quelle su base ischemica. Le CS-CO possiedono una par-
ticolare plasticità che le rende capaci di generare (sia ex vivo che in vivo) cellule
mature del sistema emopoietico, endoteliale e nervoso (McGukin et al., Exp Cell

24 CELLULE STAMINALI SOMATICHE DA ADULTO NELLA MEDICINA RIGENERATIVA

1571_Bernasconi_Onco_02  27-10-2004  16:00  Pagina 24



Res 2004). In questo contesto, si è recentemente osservato che l’inoculo di cellu-
le CD34+ del CO può portare al recupero funzionale in un modello murino pre-
clinico di ictus. In questo modello, infatti, le CS-CO hanno indotto una significa-
tiva vasculogenesi e neurogenesi e permesso la ricostituzione di diversi tessuti
corticali (Peterson, J Clin Invest 2004). Risultati similmente interessanti sono
stati ottenuti utilizzando le CS-CO per la terapia delle ischemie indotte agli arti
di diversi modelli preclinici (Kawamoto et al Cardiovasc Radiat Med 2002) e per
la terapia di alcune patologie oculari, dove le cellule CD34+ del CO hanno con-
tribuito alla rivascolarizzazione corneale (Cogle et al., Blood 2004). Resta tutta-
via da valutare . a livello clinico - quanto possa essere superata la barriera costi-
tuita dal sistema di istocompatibilità HLA. 
Un aspetto invece ancora controverso è la presenza nel CO di CS capaci di diffe-
renziarsi in senso mesenchimale. Alcuni autori hanno escluso la capacità diffe-
renziativa in tal senso delle CS-CO, ma un gruppo è recentemente riuscito ad otte-
nere una proliferazione di in senso osteogenico e condrogenico (Bieback et al.,
Stem Cells, 2004) delle CS da CO. 
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5

Linee di cellule staminali derivate
da villi corionici umani e liquido amniotico:
una nuova prospettiva di terapia cellulare

Nell’adulto è chiara la possibilità di ricavare le cellule staminali dal midollo osseo,
ma chiare dimostrazioni fanno pensare che in realtà queste cellule siano ubiquita-
rie e siano alla base della riparazione nei singoli tessuti [A. Atala, R.P.Lanza, in
“Methods of Tissue Engineering” Academic Press 2001, Gussoni E et al. Nature.
1999 Sep 23; 401(6751): 390-4, Pittenger MF et al. “Multilineage potential of
adult human mesenchymal stem cells”. Science. 1999 Apr 2; 284 (5411): 143-7].
Fonte alternativa alle cellule staminali di tipo adulto è rappresentata dalle cellule
staminali embrionali, caratterizzate da una elevatissima capacità di replicazione
mantenendo inalterata la loro potenzialità differenziativa [Weissman Science 287:
1442, 2000]. Diversi ordini di problemi impediscono l’uso di queste cellule nella
pratica clinica. Tali cellule infatti, per poter essere coltivate in vitro abbisognano
di “feeder layer” da cui nutrirsi; proliferano indefinitivamente in vitro e formano
teratomi una volta iniettate in vivo; inoltre una volta indotte alla differenziazione
solo una parte delle cellule forma il tessuto richiesto, mentre vengono formate in
percentuali diverse anche altri tipi di tessuto [Thompson T. “What is the promise
of embryonic stem cell research?” J Natl Cancer Inst. 2001 Oct 3; 93(19): 1445-
7.]. Da ultimo, limitazioni di carattere etico ne impediscono l’utilizzo clinico in
Europa. Recentemente, sangue del cordone ombelicale, già utilizzato nel trapian-
to allogenico come alternativa alla donazione di midollo osseo da parte di volon-
tari [Broxmeyer et al., Proc Natl Acad Sci USA 86: 3828, 1989], è stato visto che
potrebbe rappresentare una valida fonte di cellule staminali. Studi di Broxmeyer,
Gluckman et al. (1989) riportano che il sangue ottenuto da cordone ombelicale
(UCB) è una ricca fonte di cellule staminali e progenitori ematopoietici (HSPC) e
che, inoltre, UCB può essere utilizzato nella pratica clinica per i trapianti di cellu-
le ematopoietiche. Fino ad ora centinaia di trapianti sono stati eseguiti nel mondo,
in pazienti - per la maggior parte bambini - con differenti patologie ematologiche
e genetiche, quali leucemia linfoide e mieloide, anemia di Fanconi, anemia apla-
stica, sindrome di Hunter, talassemia tipo beta e neuroblastoma. Inoltre è stato pro-
gettato un registro internazionale per il trapianto di UCB, mentre il banking di
UCB è già in corso.
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Il prelievo dei villi coriali (villocentesi) e del liquido amniotico (amniocentesi)
sono state usate per più di vent’anni per la diagnosi prenatale di anomalie cro-
mosomiche. Si tratta di tecniche sicure, utilizzate in periodi diversi della gravi-
danza, accompagnate comunemente da una bassa morbidità e mortalita’. Tra la
10 e la 14 settimana nella diagnosi prenatale precoce si ususfruice oramai da
molti anni del prelievo dei Villi Coriali. Tecnica in realtà non priva di rischi, ma
comunque in grado di fornire cellule di tipo embrionale (fino alla dodicesima set-
timana il prodotto del concepimento viene definito appunto embrione per le carat-
teristiche peculiari che ne caratterizzano il suo sviluppo). Il liquido amniotico che
può essere teoricamente prelevato a partire dalla 12 settimana fino al termine
della gravidanza, viene normalmente prelevato tra la 14 e la 18 settimana, perio-
do nel quale il feto subisce un importante rimodellamento che ne segna i tratti
finali esterni, liberando un enorme quantità di cellule nel liquido che lo circonda;
inoltre altre cellule vengono continuamente liberate da organi e apparati in conti-
nuo contatto con il liquido amniotico, quali tratto gastro-intestinale, respiratorio
e urinario. Tali cellule, perdendo il contatto con gli stimoli differenziativi prove-
nienti dal tessuto di origine, potrebbero mantenere caratteristiche di pluripotenza.
È noto, infatti, che la matrice gioca un ruolo attivo e complesso nella regolazio-
ne del comportamento delle cellule con cui entra in contatto, influenzandone lo
sviluppo, la migrazione, la proliferazione, la forma e la funzione metabolica. Le
cellule derivate dal prelievo dei Villi Coriali e del liquido amniotico rappresenta-
no l’indubbio vantaggio rispetto alle cellule cordonali di rappresentare uno stadio
notevolmente più precoce di differenziazione e pertanto poter essere una fonte di
cellule staminali notevolmente più efficace. Inoltre tali cellule, rappresentando
uno stadio più precoce, hanno molto probabilmente una più bassa immunogeni-
cità e quindi rappresentare un vantaggio nell’uso del trapianto di tipo allogenico.
Partendo da queste considerazioni campioni di fluido amniotico e di villi coriali
umani prelevati in epoche diverse durante la gestazione sono stati utilizzati: le
cellule sono state isolate, clonate ed espanse in cultura. Per esplorare la loro plu-
ripotenzialità le stesse sono state coltivate in condizioni di induzione endoteliale
(EBM2 Medium e VEGF), adipogenica (Desametasone, 3-isobuti-1-metilxantina,
insulina ed indometacina), miogenica (siero di cavallo, estratto di embrione di
polloe 5-AZA), osteogenica ( siero bovino fetale, desametasone, beta-glicerofo-
sfato, acido ascorbico-2-fosfato), neurogenica ( NGF e BHA) ed epatocitaria
(siero di bovino fetale, HGF).
Le cellule da noi selezionate avevano capacità clonogenica, mantenevano una
normale lunghezza del telomero e un normale cariotipo. I diversi cloni così deri-
vati erano in grado, nelle condizioni descritte precedentemente di andare incon-
tro in vitro a differenziazioni in senso osteogenico, muscolare, adipogenico,
endoteliale, neurogenico ed apatocitario. Inoltre, cloni derivati da topo erano in
grado, se iniettati in blastocisti di dare origine a diversi tessuti.
Tale modello potrebbe rappresentare un’interessante arma terapeutica nel prossi-
mo futuro: tali cellule infatti potrebbero migliorare i problemi proliferativi e dif-
ferenziativi legati all’uso delle cellule staminali adulte e nello stesso tempo supe-
rare i problemi etici legati alle cellule embrionali.
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6

Mobilizzazione delle cellule staminali
ematopoietiche

A partire dalle prime evidenze nei modelli animali della capacità delle cellule sta-
minali di ripopolare il midollo osseo, le cellule staminali ematopoietiche (CSE)
sono diventate la principale fonte di cellule per il trapianto autologo ed allogeni-
co (1). Al 1978 risalgono i primi trapianti autologhi (2) coronati da successo. Nei
primi anni ’80 vennero descritte le caratteristiche delle CSE periferiche circolan-
ti non mobilizzate o mobilizzate con chemioterapia; solo successivamente alla
disponibilità dei fattori di crescita ematopoietici è stato possibile raccogliere in
numero elevato CSE dal sangue periferico ed ottenere una rapida ricostituzione
delle funzioni midollari dopo trapianto autologo. Il parallelo sviluppo della tera-
pia di supporto post-trapianto ha permesso di dimostrare che l’uso delle CSE era
correlato con riduzione della tossicità e della mortalità trapianto-correlata. Ma il
vantaggio principale delle CSE ottenute mediante mobilizzazione è probabilmen-
te rappresentato dalla possibilità di raccolta di un numero così elevato di cellule
da permettere di procedere agevolmente a manipolazione, purging ed espansione.
Le CSE del sangue periferico sono state rapidamente impiegate, dopo l’autologo,
anche nel trapianto allogenico. Poiché una raccolta di CSE contiene un numero
di T-linfociti superiore di dieci volte rispetto al prelievo midollare, il rischio mag-
giore è rappresentato dall’incremento di incidenza e gravità di GvHD. Di fatto, la
comparsa di GvHD acuta non appare aumentata, mentre la GvHD cronica, se si
somministrano CSE non selezionate, compare con frequenza significativamente
maggiore in caso di trapianto di CSE raccolta dal sangue periferico.
Al midollo osseo ed alle CSE periferiche si affianca come fonte di cellule stami-
nali ematopoietiche da impiegare per il trapianto il sangue del cordone ombelica-
le, la cui maggiore limitazione per l’utilizzo nel paziente adulto è, almeno allo
stato, il numero relativamente limitato di cellule CD34+ presenti.

Mobilizzazione e raccolta delle CSE dal sangue periferico

Le CSE possono essere ottenute anche senza mobilizzazione dal sangue periferi-
co, ma una raccolta efficace avviene solo dopo mobilizzazione del pool delle CSE
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mediante trattamento con farmaci citotossici, con fattori di crescita ematopoieti-
ci o con la combinazione di entrambi.
I vantaggi derivanti dalla raccolta delle CSE dal sangue periferico sono rappre-
sentati:
a) per il donatore, dalla raccolta eseguita senza ricorrere ad anestesia generale;
b) per il ricevente, la possibilità di raccogliere un numero di progenitori emato-

poietici più di dieci volte superiore a quello ottenibile con prelievo midollare.
Un elevato numero di CSE assicura il successo dell’attecchimento e riduce il
rischio di fallimento del graft in caso di trapianto da donatore non correlato o
“mismatched”. Il problema della maggiore incidenza di GvHD cronica è supe-
rabile mediante l’adozione dei purgino dei linfociti contaminanti.

A) Mobilizzazione delle CSE con terapia citotossica
La mobilizzazione delle CSE chemioterapia-mediata fu descritta per la prima
volta nel 1976 nella fase del recupero ematologico in pazienti sottoposti a terapia
mieloablativa (3).
E’ stato dimostrato che sia dosi singole di ciclofosfamide (3-7 g/m2) sia regimi
chemioterapici con differenti combinazioni di farmaci citotossici sono in grado di
ottenere la mobilizzazione, che è la diretta conseguenza di una mielodepressione
di grado elevato tale da indurre per alcuni giorni una neutropenia severa. Le CSE
aumentano di numero nel sangue periferico durante la fase del recupero emato-
poietico: la raccolta mediante leucaferesi si inizia non appena la conta leucocita-
ria supera il valore di 1 x 109/L.
Gli svantaggi dell’impiego della sola chemioterapia sono rappresentati da:
• limitata efficacia di mobilizzazione, con conseguente aumento del numero

delle sedute di leucaferesi,
• rischi e tossicità chemioterapia-correlati,
• difficoltà di predizione del “timing” per la raccolta.
Attualmente, per le motivazioni sopra elencate, questa modalità di mobilizzazio-
ne è praticata solo raramente.

B) Mobilizzazione delle CSE con sole citochine
L’effetto mobilizzante del Granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF) e del
Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) è stato descritto
per la prima volta nel 1988 (4).
Entrambe le citochine possono essere impiegate, senza stimolazione addizionale
con farmaci citotossici, per l’espansione del pool di CSE circolanti, sia in pazien-
ti sia in donatori sani.
G-CSF è impiegato di routine sia da solo sia associato a farmaci citotossici, in
quanto, rispetto a GM-CSF, offre i seguenti vantaggi:
• maggiore efficacia di mobilizzazione;
• maggiore sicurezza e tollerabilità per i donatori/pazienti trattati.
Gli effetti indesiderati, secondari alla somministrazione di questi fattori di cresci-
ta, sono rappresentati fondamentalmente dai dolori ossei, che compaiono invaria-
bilmente quando le dosi di G-CSF somministrate superano i 10 mg/Kg/die. Con
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frequenza minore possono comparire: cefalea, astenia, febbre, nausea. GM-CSF
comporta, in aggiunta, il rischio elevato di indurre eventi avversi sistemici.
In Letteratura sono riportati anche casi di rottura spontanea di milza in pazien-
ti/donatori dopo mobilizzazione con G-CSF (5).
Altri fattori di crescita sono stati utilizzati in trials clinici controllati:
Interleuchina-3 (IL-3), Interleuchina-8 (IL-8), Trombopoietina (TPO), Fit-3
ligand (Fit-3), ecc., che non hanno dimostrato di essere superiori a G-CSF quan-
to ad efficacia e sicurezza (6, 7).
L’associazione di G-CSF e GM-CSF non comporta un incremento di efficacia
statisticamente significativo e, d’altra parte, sottopone il paziente alla tossicità di
entrambe le citochine.
Le cellule CD34+ del sangue periferico aumentano solo in terza giornata dalla
prima dose di G-CSF e raggiungono i valori massimi usualmente in quinta gior-
nata. Pertanto la raccolta deve essere iniziata non prima del terzo giorno e non
deve essere protratta oltre il settimo dall’inizio della somministrazione.
Le dosi di G-CSF somministrate tengono conto della necessità di conciliare una
efficiente mobilizzazione con minimi livelli di tossicità. Usualmente si sommini-
strano 8-16 mg/Kg suddivise in due somministrazioni ogni 12 ore. Le leucafere-
si di norma iniziano in quarta o quinta giornata dall’inizio del trattamento con fat-
tore di crescita e non proseguono oltre il settimo giorno. In caso di donazione
allogenica si utilizzano dosi ridotte per evitare un incremento eccessivo di leuco-
citi (superiore a 70 x 109/L).

C) Mobilizzazione delle CSE con citochine e chemioterapia
La mobilizzazione combinata G-CSF (oppure G-CSF + GM-CSF) + chemiotera-
pia è associata ad un’efficacia significativamente aumentata della mobilizzazione
delle CSE e ad una riduzione del numero di cellule neoplastiche contaminanti il
graft.
Gli svantaggi della mobilizzazione combinata sono rappresentati da:
• aumento di tossicità e morbilità;
• maggiori difficoltà di pianificazione della raccolta.
Il momento ottimale per la raccolta coincide in genere con valori di conta leuco-
citaria di 5 x 109/L e con l’inizio del recupero piastrinico. Tuttavia solo il moni-
toraggio delle cellule CD34+ nel sangue periferico offre informazioni utili per
dare inizio alla leucaferesi e programmare il numero di sedute.
L’impiego di G-CSF si è dimostrato associato ad una bassa incidenza di effetti
indesiderati e ad un più precoci picco delle cellule CD 34+. Nonostante l’effica-
cia della mobilizzazione dipenda dalla dose di citochine somministrate, di fatto i
dosaggi sono relativamente bassi (8-16 mg/Kg/die): la somministrazione ha ini-
zio il giorno successivo al completamento della chemioterapia e continua fino al
completamento della raccolta di CSE.

D) Controindicazioni alla somministrazione di G-CSF nei donatori sani
I donatori allogenici possono presentare problemi legati al peso (pazienti pedia-
trici) o all’età. Le principali controindicazioni alla mobilizzazione sono:
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• positività dei markers infettivologici (HbsAg, HIV, HCV);
• trombosi venose;
• malattia aterosclerotica;
• malattie neoplastiche ed autoimmuni.
Effetti indesiderati a lungo termine (insorgenza di mielodisplasie, leucemie) non
sono ad oggi dimostrati. 

E) La raccolta delle CSE dal sangue periferico
Le procedure di aferesi, grazie all’elevato livello tecnologico raggiunto dai sepa-
ratori cellulari, permettono di raccogliere una vasta gamma di prodotti da impie-
gare in terapia e/o di trattare un numero sempre maggiore di pazienti, anche in
situazioni cliniche critiche.
Perché la raccolta delle CSE dal paziente/donatore avvenga in modo corretto ed
efficiente è indispensabile seguire le linee guida emanate dal Servizio di
Medicina Trasfusionale di riferimento. In particolare:
• La responsabilità dell’uso dei separatori cellulari è del medico responsabile di

settore, coadiuvato dai Medici del settore e dallo staff infermieristico.
• Il consenso informato deve essere sottoscritto sia dai pazienti sia dai dona-

tori.
• Il Medico dell’Aferesi è responsabile della selezione di pazienti e donatori.

Per questi ultimi devono essere seguite le disposizioni legislative vigenti.
• I pazienti pediatrici richiedono una particolare attenzione e la stretta collabo-

razione con i medici dello staff pediatrico.

Le procedure di aferesi non sono esenti da rischi sia per i donatori sia per i
pazienti:
• tutto lo staff medico – infermieristico deve essere in grado di riconoscere le

più comuni complicanze e preparato ad intervenire per correggerle.
• Lo staff deve essere addestrato a risolvere i problemi più comuni, che riguar-

dano: gli accessi venosi, le reazioni da citrato, le reazioni secondarie al rim-
piazzo dei liquidi, le reazioni trasfusionali emolitiche e non emolitiche.

• I pazienti pediatrici e quelli con malattie renali, epatiche, immunosoppressio-
ne, ecc. sono i più esposti alle reazioni avverse.

• L’abilità nell’uso dei separatori e nell’assistenza a pazienti e donatori è assi-
curata solo dall’uso regolare delle apparecchiature e dalla permanenza nel set-
tore di aferesi.

Particolare rilevanza assume la valutazione clinica. La selezione del candidato ad
eseguire la leucaferesi per la raccolta di cellule staminali deve riguardare sia il
paziente candidato all’autotrapianto che il donatore sano individuato per la dona-
zione di cellule staminali allogeniche.
In caso di autotrapianto, il paziente considerato eleggibile per il trapianto deve
essere valutato attentamente in due tempi diversi dal medico del servizio di
immunoematologia sia per quanto riguarda le condizioni cliniche che i parametri
di laboratorio e l’idoneità degli accessi vascolari. La prima valutazione dovrà
essere effettuata circa 15 giorni prima del presunto momento della raccolta per
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l’idoneità alla leucaferesi e la seconda volta immediatamente prima della raccol-
ta (24 ore prima) con l’intento di individuare eventuali controindicazioni alla pro-
cedura presentatesi nel frattempo. Entrambe le valutazioni devono essere docu-
mentate.
La valutazione clinica deve comprendere anamnesi ed esame obiettivo. I parame-
tri di laboratorio indispensabili di cui disporre comprendono gli esami di funzio-
nalità epatica, renale, elettrolitemia, coagulazione. Inoltre devono essere disponi-
bili un esame Rx del torace, EGC ed un’eventuale indagine ecocardiografica ese-
guita da non oltre 30 giorni. La presenza di febbre intercorrente nei giorni imme-
diatamente precedenti la leucaferesi e non ascrivibile all’uso del fattore di cresci-
ta deve essere attentamente studiata. 
Controindicazioni assolute alla raccolta sono rappresentate da:
• insufficienza cardiaca con frazione di eiezione ventricolare inferiore al 40%;
• gravi alterazioni del ritmo cardiaco;
• grave insufficienza renale;
• insufficienza epatica ingravescente;
• IMA recente; TIA recente;
• ipertensione arteriosa non controllabile con i comuni presidi terapeutici;
• diabete mellito insulino-dipendente non controllabile con terapia insulinica;
• importanti deficit coagulativi;
• infezioni in atto.

La presenza di febbre > 38°C di origine infettiva batterica, virale, fungina emer-
sa nei giorni che precedono la raccolta impone o la temporanea sospensione della
raccolta o la programmazione di accertamenti aggiuntivi. 
La terapia con ACE inibitori (fatta eccezione per il losartan) deve essere pronta-
mente sospesa e sostituita con un Ca antagonista o un b-bloccante.

Il posizionamento di un catetere venoso centrale (CVC) si impone qualora il
paziente non disponga di almeno 3 accessi venosi periferici sicuramente pratica-
bili. Due di questi accessi venosi periferici devono essere reperibili alla piega del
gomito bilateralmente e di calibro adeguato (deve essere possibile posizionare un
ago fistola da 17 G). Il CVC deve essere posizionato preferibilmente a livello
della vena succlavia e avere le seguenti caratteristiche: bilume da dialisi con cali-
bro 12 French, lunghezza 16 cm (paziente adulto); bilume da dialisi con calibro
8 French, lunghezza 12 cm (paziente pediatrico o adulto di basso peso).
I cateteri venosi centrali devono essere posizionati da un medico qualificato per
eseguire questa procedura.
In caso di allo trapianto, il donatore sano compatibile deve essere studiato con le
stesse modalità sopra riportate per il paziente; è indispensabile un accurato scree-
ning infettivologico, comprendente la sierologia per epatite B, C, per HIV1-2, per
HTLVI-II e per la lue, eseguiti entro 30 giorni dalla raccolta. Particolare atten-
zione deve essere posta alla storia trasfusionale del donatore, all’intervallo tra
vaccinazioni e donazione, alla somministrazione di Immunoglobuline. Nei limiti
del possibile devono essere utilizzati accessi venosi periferici. Il posizionamento
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di un CVC va considerata procedura eccezionale e deve incontrare il pieno con-
senso informato riguardo ai rischi che tale pratica comporta.
Per il trattamento degli effetti indesiderati devono essere disponibili farmaci e
strumentazioni adeguati nella sede di aferesi e deve essere predisposta una speci-
fica procedura di intervento in caso di insorgenza di una delle reazioni indeside-
rate di più frequente riscontro o di maggiore gravità.
La complicanza di più comune riscontro durante la procedura è l’ipocalcemia
transitoria indotta dall’impiego di ACD-A quale anticoagulante, facilmente evita-
bile mediante la somministrazione profilattica di calcio gluconato; dopo la pro-
cedura l’evento più frequente è la riduzione critica del numero delle piastrine,
conseguenza della processazione di due volumi ematici nei separatori a flusso
continuo. è prassi consolidata reinfondere al donatore/paziente (se il numero delle
piastrine è inferiore a 50 x 109/L) il plasma autologo ricco di piastrine ottenuto
per centrifugazione dall’unità di cellule staminali raccolte.
Le complicanze associate al posizionamento del catetere venoso centrale sono
evitabili se l’accesso venoso centrale è affidato a mani esperte. Lo scompenso
emodinamico nei pazienti pediatrici è evitato dall’impiego di separatori cellulari
a flusso continuo e con bassa extracorporea e dalla disponibilità di uno staff medi-
co-infermieristico preparato, in grado di programmare il priming del separatore
con globuli rossi in questi pazienti ed un attento bilanciamento dei liquidi.

F) La dose di CSE necessaria per il trapianto
Il numero totale di cellule esprimenti l’antigene CD34 correla con la conta delle
CFC e con la velocità di ripopolazione midollare, in caso di trapianto autologo,
anche se non permette di predire con precisione il tempo necessario per la rico-
stituzione del midollo, soprattutto quando il numero di CD34+ è molto elevato.
Ciò è probabilmente dovuto al fatto che, per un numero di cellule CD34+ supe-
riore a 2-2,5 x 106/Kg, un ulteriore incremento dei progenitori non ha come
effetto un decremento lineare del tempo necessario per il recupero piastrinico.
Vi è accordo sul fatto che una buona ripopolazione midollare, nella stragrande
maggioranza dei trapiantati, si ottiene quando è superata la soglia di 2 x 106/Kg
(i valori delle piastrine risalgono, nel 90% dei casi, nel giro di quattro settima-
ne). 3,5-5 x 106/Kg sono considerati valori ottimali; un incremento ulteriore
non si traduce in una riduzione sostanziale del tempo necessario per l’attecchi-
mento.
Nella definizione della dose non deve essere mai dimenticato il paziente candi-
dato al trapianto con le caratteristiche peculiarità (tipo di malattia, stadio, età,
patologia associata, storia della malattia, ecc.).
La qualità di una raccolta di CSE si può testare con la conta delle CFU-GM, che
correla con quella delle cellule CD34+. La dose target di CFU-GM è stimata di
1-5 x 105/Kg (a seconda del metodo impiegato). In pratica si ricorre alla sola
conta delle cellule CD34+, che ha il vantaggio di una maggiore rapidità di ese-
cuzione ed attendibilità, se eseguita da mani esperte.
Si deve infine segnalare che mobilizzazione e raccolta sono negativamente
influenzati da (8):

CELLULE STAMINALI SOMATICHE DA ADULTO NELLA MEDICINA RIGENERATIVA 33

1571_Bernasconi_Onco_02  27-10-2004  16:00  Pagina 33



• precedente radioterapia (dosaggi, estensione);
• chemioterapia pregressa:

- durata
- dosaggi
- tipo di farmaci impiegati (BCNU, Melphalan, Fludarabina)

• presenza di metastasi a livello midollare (?).

Meccanismi della mobilizzazione delle CSE

Localizzzazione, proliferazione, differenziazione e sopravvivenza delle CSE nel
midollo osseo devono essere inquadrate in un contesto generale di relazioni dina-
miche con il microambiente midollare e la matrice extracellulare.
In condizioni basali le CSE nei vari stadi di differenziazione sono confinate in
specifiche nicchie del midollo osseo, dalle quali le cellule differenziate e mature
migrano nel sangue periferico. Un piccolo numero di cellule primitive esce dal
comparto midollare e migra nel sangue. Il meccanismo di rilascio dal midollo non
è ancora del tutto chiarito.
Il pool delle CSE circolanti può aumentare notevolmente sotto l’effetto di svaria-
te stimolazioni; questo evento, che viene definito “mobilizzazione”, è stato dimo-
strato nelle numerose specie animali studiate, confermando la convinzione che si
tratti di un meccanismo altamente conservato.
In studi recenti condotti sia su modelli murini sia nell’uomo si è evidenziato che
il midollo osseo rappresenta la sede di complesse interazioni fra citochine/che-
mochine, proteasi e molecole di adesione. La complessità di questi meccanismi è
dovuta alla possibilità che i singoli fattori agiscano indipendentemente oppure
interagiscano fra loro configurando un vero e proprio processo a cascata (9).

Le proteasi
La mobilizzazione ottenuta con G-CSF è il risultato di una complessa cascata di
eventi, difficilmente isolabili.
Studi condotti su modelli murini con deficit dei recettori per IL-8 o G-CSF hanno
dimostrato che per la mobilizzazione è indispensabile la presenza di un pool suf-
ficientemente ampio di neutrofili con normale funzionalità, in particolare con
normale risposta a IL-8 o a G-CSF (10-12);
Perché la mobilizzazione si attui, dopo somministrazione di G-CSF, è necessaria
anche la presenza di un fattore solubile;
I neutrofili attivati dopo trattamento con G-CSF liberano il contenuto dei granuli
specifici (matrice metalloproteinasica - 9 [MMP-9], lactoferrina) e dei granuli
azzurrofili (elastasi, catepsina G, proteinasi 3) e incrementano la liberazione di L-
selectina.
Anche se le modalità d’interazione di queste proteasi, i loro specifici substrati in
vivo e l’interazione con altre molecole sono ancora materia di studio, è stato
dimostrato che, dopo somministrazione di G-CSF, serin-proteasi (soprattutto ela-
stasi neutrofila) si accumulano nell’ambiente midollare; i loro substrati compren-
dono numerose molecole, tra le quali: molecole di adesione dell’endotelio vasale
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(VCAM-1), c-kit, il recettore 4 per la chemochina CXC (CXCR4) e SDF-1
(ligando per il fattore 1 di derivazione stromale). Tra gli altri substrati, non anco-
ra identificati, vi sarebbe lo stesso G-CSF: ciò spiegherebbe il declino dell’effi-
cienza di mobilizzazione dopo la sesta giornata di trattamento, nonostante la pro-
secuzione della somministrazione (13, 14).
Metalloproteasi o dipeptil peptidasi IV (DPPIV/CD26) operano il clivaggio delle
stesse molecole che sono attaccate da serin-peptidasi (15).
Oggi si ritiene che il contributo di ogni singola proteasi non sia critico, ma che
sia richiesta una coalizione di proteasi all’interno del midollo osseo, perché la
mobilizzazione abbia luogo.

Le chemochine
La mobilizzazione delle CSE si ottiene con numerose chemochine: IL-8, Proteina
infiammatoria macrofagica 1α o 1β, Gro β, SDF-1, ecc.
L’effetto mobilizzante si manifesta molto rapidamente (dopo 30 minuti, fino ad
alcune ore).
Dal punto di vista funzionale sono state studiate IL-8, Gro β, SDF-1. La risposta
alla somministrazione di IL-8 e Gro β è dipendente dalla presenza di un numero
adeguato di neutrofili circolanti funzionalmente normali ed è accompagnata dal-
l’incremento di MMP-9, rilasciata dai neutrofili stessi (16).
SDF-1 è la chemochina più attiva: essa induce “down regulation” del recettore di
CXCR4 e ne cancella il segnale sulle CSE.

Le integrine
Le CSE circolanti sono cellule non-ciclanti: si è dimostrato che escono preferi-
bilmente dal midollo osseo le cellule quiescenti, che presentano anche riduzione
funzionale dei recettori di VLA-4. 
La risposta migratoria a G-CSF è mediata dalla partecipazione delle integrine:
infatti la “down regulation” della funzione integrinica è un passaggio obbligato
per gli stadi finali di trasmigrazione attraverso l’endotelio dei sinusoidi.
Un altro evento obbligatorio è la “down regulation” dei recettori di CXCR4 e l’i-
poresponsività a SDF-1.
Tutto ciò comporta che la trasmigrazione avvenga in maniera efficiente solo in
cellule che presentano iporegolazione sia di integrine alfa 4 sia della funzione di
CXCRa/SDF-1 (17).

Quesiti irrisolti

Gli studi eseguiti sulla mobilizzazione non hanno ancora chiarito l’intero mecca-
nismo e lasciano aperti numerosi quesiti:
• Alla base del rilascio fisiologico in circolo delle CSE e della mobilizzazione

con fattori di crescita ematopoietici sta lo stesso meccanismo? In altri termi-
ni, la mobilizzazione indotta sarebbe un’esaltazione del processo normalmen-
te presente? Va rimarcato che alcune molecole sono coinvolte solo nell’ema-
topoiesi stressata e non in condizioni basali.
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• Le CSE sono dimostrabili anche in svariati tessuti, fuori dal midollo osseo; le
CSE circolanti sarebbero in equilibrio dinamico con quelle dei tessuti. Queste
ultime vengono modificate dopo mobilizzazione?

• Solo una piccola percentuale di cellule è mobilizzata rispetto al pool che rima-
ne nel midollo osseo. Le cellule che fuoriescono presentano un particolare
fenotipo?

• Le CSE sono rilasciate insieme ad un elevato numero di cellule mature (18).
Vi sono influenze transcellulari o umorali che inducono questo comporta-
mento? Vi sono variazioni rispetto ai vari agenti mobilizzanti?
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7

Allestimento di colture
di cellule staminali somatiche

I tessuti sono sottoposti a continui fenomeni di depletamento cellulare, sia per
l’usura dovuta allo svolgimento delle normali funzioni fisiologiche, sia per even-
tuali insulti chimici, fisici o biologici che possono danneggiare gli organi di un
individuo.
La capacità di riparare un danno (plasticità) è una caratteristica espressa in modo
eterogeneo dai diversi tessuti e può non essere presente, se non in minima parte,
in quelli perenni. Infatti, i tessuti che sono sottoposti ad un continuo turnover
fisiologico come l’intestino tenue, l’epidermide e il sistema emopoietico possono
più facilmente riparare lesioni anche molto estese, mentre tessuti più “statici”,
come quello muscolare, non mostrano di possedere simili potenzialità.
Nei mammiferi si riscontrano due sistemi di rinnovo o sostituzione di cellule: in
un caso (epatociti, cellule endoteliali) l’omeostasi cellulare viene mantenuta
attraverso la divisione delle cellule differenziate a dare cellule figlie con le stesse
caratteristiche funzionali e lo stesso fenotipo (duplicazione semplice); nell’altro
caso è prevista l’esistenza di un compartimento di cellule indifferenziate e multi-
potenti (cellule staminali somatiche, SCs) che hanno la duplice capacità di repli-
care se stesse e generare cellule progenitrici. È da queste ultime che si generano
tutti i tipi di cellule mature appartenenti ad un dato tessuto.
Le SCs sono spesso quiescenti o proliferano molto lentamente, ma hanno la capa-
cità di iniziare a dividersi rapidamente per rimpiazzare cellule morte o danneg-
giate.

Cellule staminali somatiche: definizione

La definizione di cellula staminale non è immediata. Essa si basa su caratteristi-
che funzionali, ma perché queste vengano indagate e stabilite è necessario che la
cellula staminale sia manipolata sperimentalmente, procedura che ne altera le
proprietà fisiologiche di base.
Esiste comunque una definizione formulata da Potten e Loeffler nel 1997, e
attualmente accettata, che prende come riferimento le staminali che popolano l’e-

1° Corso di formazione avanzata

Tui Neri 
Laboratorio di Biologia dello Sviluppo, Dipartimento di Biologia Animale, Università di Pavia
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pitelio delle cripte intestinali, ma che può essere allargata alle SCs presenti nei
diversi tessuti. Queste vengono considerate tali se:
- sono indifferenziate;
- sono in grado di proliferare estesamente;
- sono in grado di generare cellule uguali a se stesse per periodi di tempo molto

estesi, in  genere per tutta la vita dell’organismo, e possono utilizzare questa
capacità in modo da mantenere costante il numero di elementi appartenenti ad
un determinato compartimento staminale (automantenimento);

- sono capaci di generare un ampio spettro di cellule differenziate e funzionali
(multipotenzialità);

- infine, come conseguenza delle caratteristiche elencate, sono in grado di rige-
nerare un tessuto che è stato danneggiato.   

Le popolazioni staminali presenti nei diversi tessuti esprimono però in modo ete-
rogeneo queste proprietà e talvolta solo in particolari situazioni. Idealmente que-
sti criteri dovrebbero essere soddisfatti in toto; in pratica, anche per limitazioni
sperimentali, ciò non avviene. Una ulteriore complicazione deriva dal fatto che
non tutte queste funzioni hanno lo stesso peso. Non è sufficiente per esempio
definire una cellula come staminale solo in virtù della sua capacità di proliferare,
come si è fatto in passato. In generale si può affermare che popolazioni di cellu-
le che soddisfano tutti questi criteri sono “vere cellule staminali”, mentre quelle
che non esprimono momentaneamente queste caratteristiche, pur essendone in
possesso (quiescenza), sono “cellule staminali potenziali” (Potten e Loffler,
1990).
Le cellule staminali somatiche si trovano localizzate in nicchie ristrette e piutto-
sto profonde dei tessuti. Al loro interno (il midollo osseo, la base della cripta inte-
stinale, lo strato germinativo dell’epidermide) risiede la popolazione di SCs e
avvengono i fenomeni alla base dell’automantenimento. Tra il compartimento
staminale somatico e le cellule mature di un tessuto esiste poi un compartimento
intermedio, quello dei progenitori di transito. In queste cellule la capacità di pro-
liferare si mantiene per un numero limitato di cicli e si esaurisce con il differen-
ziamento delle stesse in un elevato numero di cellule mature (Fig. 1)

Fig. 1 - A cellula staminale, B progenitore proliferante, C cellule differenziate

CELLULE STAMINALI SOMATICHE DA ADULTO NELLA MEDICINA RIGENERATIVA 39

1571_Bernasconi_Onco_02  27-10-2004  16:00  Pagina 39



In alcuni tessuti non esiste un compartimento staminale chiaramente distinguibi-
le a livello morfologico (muscolo scheletrico). In questi casi la popolazione sta-
minale viene individuata sulla base di marcatori biochimici e molecolari. Le nic-
chie in cui risiedono le SCs possono quindi essere considerate delle entità bio-
chimiche più che anatomiche, dei microambienti in cui le cellule sono in contat-
to con i corretti segnali che consentono loro di mantenere le caratteristiche fon-
damentali che le caratterizzano.

Isolamento e coltura di SCs

Come abbiamo visto le cellule staminali somatiche risiedono nei diversi tessuti al
cui rinnovamento partecipano, in misura più o meno rilevante, nell’arco della vita
di un individuo. è necessario quindi isolarle per poter allestire una coltura, si pro-
cede cioè alla preparazione di una coltura primaria (considereremo qui il model-
lo animale murino come rappresentante della classe dei Mammiferi), nome con il
quale viene indicato l’espianto primario di tessuto e la conseguente prima popo-
lazione di cellule che si ottiene tramite un procedimento diverso di volta in volta,
a seconda del tipo di cellule che si vogliono ottenere. 
Se vogliamo ottenere ad esempio cellule staminali ematopoietiche preleveremo
dall’animale i femori e lo sterno, dai quali, con un vero e proprio lavaggio (flus-
hing) faremo fuoriuscire l’intero contenuto, il midollo osseo.
Se vogliamo isolare cellule staminali neurali andremo a prelevare dall’animale
una ben precisa area dell’encefalo, la zona subventricolare (SVZ), nella quale
sappiamo risiedere gli elementi cellulari cui siamo interessati.
Il primo problema che si presenta durante una coltura primaria è la quantità di
cellule che riusciamo a isolare e dalle quali far partire la nostra linea cellulare.
Spesso infatti gli elementi di partenza sono molto pochi e frammisti ad un enor-
me numero di cellule (milioni), detriti e matrice che ritroviamo nella “soluzione”
che abbiamo ottenuto dall’animale.
A questo punto inizia una serie di procedure, comprendenti normalmente centri-
fugazioni successive e lavaggi, che ci permette di liberarci da questa enorme
quantità di materiale che altrimenti disturberebbe la crescita delle cellule che
abbiamo voluto isolare.
Una volta terminato questo processo, che potremmo chiamare di purificazione,
porremo gli elementi ottenuti (a volte difficilmente inquadrabili ad un primo
esame al microscopio ottico) nel terreno di coltura nel quale verranno espansi. 
I terreni di coltura sono soluzioni contenenti le sostanze chimiche necessarie per
il mantenimento in coltura di ciascun tipo di cellula. Le SCs hanno esigenze
diverse a seconda della classe cui appartengono. La difficoltà che si incontra nel
coltivare le SCs, di qualunque tipo, è primariamente quella di mantenerle in uno
stato indifferenziato; se trascurate, tendono molto presto a differenziare, andando
normalmente a formare i lineage cellulari propri del tessuto da cui provengono.
Nei terreni di coltura sono presenti, oltre ad aminoacidi essenziali e non, solu-
zioni tampone, antibiotici, beta-mercaptoetanolo, uno o più fattori di crescita.
Questi ultimi danno uno “stimolo artificiale”, non fornito ovviamente dalle nor-
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mali condizioni in vitro, che permette di mantenere le cellule in uno stato indif-
ferenziato.
Viene in genere anche aggiunto del siero fetale, il bovino (FBS) è il più comune,
che contiene una serie di sostanze che favoriscono notevolmente la proliferazio-
ne cellulare; sono ormoni, fattori di crescita (PDGF, FGF?), lipidi, proteine di tra-
sporto dei lipidi, carboidrati, inibitori delle proteasi, minerali e aminoacidi.
L’utilizzo di qualunque tipo di siero introduce un elemento di variabilità nella col-
tura: non solo non ne conosciamo esattamente la composizione, ma spesso sussi-
stono differenze tra i diversi lotti in commercio. Le condizioni di coltura devono
essere monitorate costantemente; grande attenzione deve destare un cambiamen-
to nel colore del terreno di coltura (nella maggior parte dei media di crescita è
presente una minima quantità di rosso fenolo, un indicatore di PH che vira al
variare di quest’ultimo) indice di un cambiamento di PH. Le cellule non devono
essere sottoposte a sbalzi di temperatura improvvisi, o almeno è consigliabile
limitare lo stress termico al periodo trascorso fuori dall’incubatore, nel quale l’at-
mosfera è di solito mantenuta ad una pCO2 del 5% e ad una temperatura di 37°C,
per l’analisi morfologica e per l’attuazione delle procedure che permettono l’e-
spansione in coltura delle SCs.
Le cellule staminali somatiche infatti presentano di norma un tasso di crescita
molto elevato: tendono a moltiplicarsi indefinitamente fino a consumare tutto il
medium di crescita e occupare lo spazio che trovano a disposizione. Le SCs pos-
sono crescere adese, come le staminali mesenchimali, o in sospensione, come le
cellule staminali nervose. Nel primo caso la procedura di espansione e di subcol-
tivazione seriale della linea cellulare prevede il distacco delle stesse dalla piastra
nella quale sono coltivate, tramite enzimi proteolitici come la tripsina, e la riso-
spensione in terreno fresco. La stessa procedura viene attuata anche nel secondo
caso, omettendo l’uso di enzimi, non necessari proprio per il fatto che queste cel-
lule crescono in sospensione.
Tutti i processi che permettono la crescita e l’espansione di queste cellule vanno
eseguiti in perfetta sterilità, tramite l’uso di una cappa a flusso laminare vertica-
le. è infatti estremamente ricorrente la contaminazione da batteri, subito evidenti
allo sguardo dell’operatore, e soprattutto da micoplasma, non visibile a occhio
nudo né rilevabile ad una seppur attenta analisi al microscopio ottico; l’unico
effetto evidente di questo microrganismo può essere un eventuale rallentamento
della crescita delle cellule in coltura che possono presentare in alcuni casi un
aspetto non sano. Esistono in commercio kit completi per la detezione di questo
contaminante estremamente dannoso. Esso infatti una volta presente nella coltu-
ra non è eliminabile; la sua presenza però va ad alterare le condizioni di vita delle
SCs e a minare la conseguente riproducibilità degli esperimenti.
Le colture di cellule staminali somatiche umane vengono allestite di norma in
maniera simile a quelle murine e le modalità di subcoltivazione seriale sono in
genere molto simili. Deve essere prestata molta attenzione nel manipolare mate-
riale umano: il rischio di trasmissione di patologie (soprattutto dovute a forme
virali latenti presenti nei tessuti del “donatore”) e soprattutto la necessità di man-
tenere condizioni di assoluta sterilità se si prevede la possibilità di un trapianto di
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cellule in un paziente, rendono la manipolazione di SCs umane un processo più
delicato e difficile.
Credo sia opportuno a questo punto ricordare che la condizione di “staminalità”
è una condizione intrinseca di una determinata popolazione cellulare; normal-
mente cioè le SCs, una volta poste nelle condizioni adatte, mostrano di possede-
re un ampio potere replicativo e una vasto potenziale differenziativo. Queste cel-
lule cioè non vengono immortalizzate, come spesso accade in colture di cellule
somatiche, e mantengono le loro caratteristiche per un grande numero di passag-
gi in vitro.
Una volta ottenuta una linea cellulare stabile (sono necessari alcuni passaggi di

amplificazione dalla coltura primaria) si procede alla caratterizzazione degli ele-
menti che la compongono. Non tutte le linee infatti mostrano gli stessi tassi di
crescita e produzione delle tipologie cellulari proprie del tessuto di origine. Le
proprietà di automantenimento e multipotenzialità vengono indagate per mezzo
di curve di crescita (Fig. 2) e reazioni di immunofluorescenza (Fig.3).
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Fig. 2 - Esempio di curva di cre-
scita: la linea cellulare B mostra
un tasso di crescita maggiore
rispetto alla A.

Fig. 3 - Immufluorescenza:
sono evidenti neuroni (in rosso)
e astrociti (in verde).
Nuclei in blu (Dapi).

1571_Bernasconi_Onco_02  27-10-2004  16:00  Pagina 42



Per portare a termine la prima analisi viene contato e registrato per un certo perio-
do il numero di cellule prodotte a ciascun passaggio di amplificazione a partire
da elementi che vengono piastrati regolarmente nello stesso numero; si riportano
questi valori su grafico e si ottiene, utilizzando una scala logaritmica, una retta la
cui maggiore o minore pendenza indica un maggiore o minore tasso di crescita.
La multipotenzialità, ovvero la capacità di dare origine ai diversi fenotipi cellula-
ri caratteristici del tessuto di provenienza, non cambia nel tempo: prendendo
come esempio le cellule staminali nervose adulte si è visto che, sia che questa
popolazione sia stata appena prelevata dal topo, sia dopo mesi di passaggi di sub-
coltivazione, la quantità di neuroni (10-15%), astrociti (70-80%) e oligodendro-
citi (5%) prodotta rimane pressoché invariata. Il metodo più rapido ed efficace per
questo secondo tipo di analisi, almeno per un primo esame al microscopio, è l’im-
munofluorescenza: vengono utilizzati anticorpi primari coniugati o primari e
secondari coniugati con fluorocromi: l’anticorpo primario si lega alla proteina di
interesse, in questo caso quella propria della tipologia cellulare che stiamo ana-
lizzando, rivelando la presenza o assenza di quel particolare antigene e quindi la
presenza o assenza di quel particolare lineage cellulare nella nostra coltura.
Quest’analisi viene anche effettuata tramite PCR, andando a estrarre, purificare e
amplificare il DNA delle cellule presenti in coltura per mezzo di primers specifi-
ci per i geni espressi da una particolare classe cellulare. 

Brevi accenni all’isolamento e alla coltura di cellule staminali embrionali

Riporto qui, per completezza del quadro, le modalità di isolamento e coltivazio-
ne di cellule staminali embrionali (Embryonic Stem Cells, ESC).
Vengono ottenute da embrioni allo stadio di blastocisti (Fig. 4); viene isolata
manualmente la ICM (Inner Cell Mass), composta da un piccolo numero di cel-
lule, che darà origine all’embrione vero e proprio, e viene posta in coltura in con-
dizioni tali da indurre la moltiplicazione degli elementi che la compongono. Si
genera così una linea cellulare, proveniente quindi da un solo embrione, una
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popolazione di cellule che contengono lo stesso patrimonio genetico. Le ES
hanno un enorme potenziale proliferativo (e purtroppo una elevata tumorigenici-
tà), possono moltiplicare il loro numero in pochissime ore formando colonie che
contengono migliaia di elementi. Hanno altresì il più vasto potenziale differen-
ziativo attribuibile ad un singolo tipo cellulare: essendo deputate alla formazione
di tutti i tessuti e gli organi dell’individuo adulto devono essere in grado di “tra-
sformarsi” nelle diverse classi cellulari presenti nell’organismo; devono cioè
essere in grado di acquisire la morfologia e le caratteristiche funzionali, come l’e-
spressione di un particolare set di geni, proprio di ciascun tipo di cellula presen-
te nei diversi distretti corporei.
L’allestimento di questo tipo di colture è un processo delicato: è molto forte la
tendenza al differenziamento, non reversibile, indotta molto facilmente da condi-
zioni di coltura stressanti come una variazione di PH, uno sbalzo termico o una
crescita non controllata (crescono più velocemente delle SCs, i passaggi di sub-
coltivazione avvengono in genere ogni 2 giorni).
Crescono in terreni cui viene aggiunto LIF (Leukemia Inhibitory Factor), coadiu-
vante nel mantenimento di uno stato indifferenziato, e/o su monostrati di fibro-
blasti mitomicinizzati, che oltre a fare da supporto trofico se opportunamente
ingegnerizzati forniscono anch’essi LIF.
Lo studio dei meccanismi di differenziamento delle cellule staminali embrionali
è ancora agli inizi e appare più complesso rispetto allo studio delle SCs, proprio
per la grande quantità di fenotipi che è possibile ottenere da queste cellule.
Una delle principali applicazioni future (attualmente in una fase preliminare) che
immaginiamo per le cellule staminali sia embrionali che adulte sarà il trapianto.
In vista di questo scopo si dovranno migliorare le conoscenze dei fenomeni che
regolano, in vitro, la proliferazione ed il differenziamento, lavorando allo scopo
di ottenere protocolli sempre più precisi, che permettano una accurata manipola-
zione e un forte controllo sul comportamento delle cellule coltivate.
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8

Caratterizzazione e manipolazione
ex-vivo delle cellule staminali emopoietiche

La cellula staminale emopoietica (HPSC) è per definizione una cellula capace di
una enorme capacità di automantenimento ed in grado di generare cellule matu-
re di tutte le linee differenziative. Quest’ultimo fenomeno avviene tramite la
generazione di cellule intermedie, commissionate verso una o più linee maturati-
ve, per cui possiedono un grande potenziale proliferativo-differenziativo e, talo-
ra, un piccolo grado di automantenimento. Caratterizzazione e quantificazione di
questi progenitori e delle HPSC sono fondamentali per la comprensione dei mec-
canismi e delle sequenze di automantenimento, proliferazione e differenziazione
per il trapianto, l’espansione ex-vivo e la terapia genica. Fino a poco tempo fa l’a-
nalisi quantitativa delle cellule emopoietiche primitive umane era limitata a saggi
in vitro, come i test clonogenici per cellule formanti colonie (le diverse CFC) o
colture a lungo termine (LTC). Le CFC identificavano soltanto progenitori com-
missionati uni o multipotenti. Le LTC permettono di identificare cellule più pri-
mitive (LTC-IC), capaci di generare colonie mieloidi per almeno 5-12 settimane
di coltura su idonei tappeti stromali. Il saggio trapiantologico del topo è stato fon-
damentale per caratterizzare e definire le cellule staminali emopoietiche più pri-
mitive.
Recentemente, un saggio analogo è stato reso possibile anche per l’uomo. Diversi
gruppi hanno provato a trapiantare cellule staminali emopoietiche in diversi ceppi
murini mutanti, nel tentativo di trovare un modello di trapianto uomo-topo ripro-
ducibile. Ne è risultato che l’iniezione endovenosa di progenitori emopoietici
umani in topi Non Obesi Diabetici con Immunodeficienza Severa Combinata
(NOD/SCID) irradiati subletalmente determina l’attecchimento, nei tessuti emo-
poietici (midollo osseo, milza e timo), di cellule primitive umane, che prolifera-
no e differenziano, producendo numerosi LTC-IC, CFCSs, precursori e cellule
più immature o mature mieloidi, eritroidi, megacariocitarie e linfocitarie anche
senza l’impiego di fattori di crescita esogeni. Le cellule emopoietiche che hanno
determinato l’attecchimento di cellule umane sono state denominate SRC
(Cellule Ripopolanti gli SCID). Le SRC sono biologicamente distinte e molto più
primitive della maggior parte delle LTC-IC e di tutte le CFC.
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Questo saggio sperimentale è molto importante per definire e comprendere molti
aspetti biologici delle cellule staminali emopoietiche umane sia in campo clinico
che sperimentale. Inoltre un concetto è evidente: simbolo della cellula staminale
emopoietica è la sua capacità di ricostituzione emopoietica completa e duratura.
Un altro punto molto importante è l’identificazione di condizioni di coltura in
vitro (o “ex-vivo”), che permettano alle cellule staminali emopoietiche umane di
autorinnovarsi e di espandersi. In particolare il sangue di cordone ombelicale
(CB) ha attratto particolare attenzione come fonte alternativa di cellule emopoie-
tiche per trapianto e terapia genica. Tuttavia, poiché il suo volume è fisiologica-
mente limitato e perciò non sufficiente per trapiantare pazienti adulti, molto inte-
resse è stato concentrato sui tentativi di espandere le HPSC di sangue cordonale
in vitro.
Abbiamo messo a punto un metodo di colture “serum-free” che permette la cre-
scita per lungo termine di cellule emopoietiche appartenenti a tutte le linee cellu-
lari ed anche di quelle più “immature” (CD34+ CD38- Lineage-). Queste cellule
non solo si mantengono fino ad oltre 20 settimane, ma soprattutto si espandono
milioni di volte.
Saggi in vitro (CFU-Bl, CFU-GEMM ed LTC-IC) per “cellule staminali putati-
ve” hanno confermato l’espansione di cellule più immature; ma soprattutto il sag-
gio di ripopolamento in vivo nei topi NOD/SCID, le cosiddette SRC (SCID
Repopulating Cells) ha permesso di quantizzare l’entità dell’espansione delle cel-
lule staminali emopoietiche ripopolanti a lungo termine. Tali cellule sono espan-
se di 70 volte dopo 9-10 settimane di coltura e di migliaia di volte dopo 16 setti-
mane.
L’applicazione in vivo risulterebbe molto importante per il trapianto con sangue
di cordone i soggetti adulti e per la terapia genica.
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9

Modificazione Genetica delle Cellule
Staminali

Il trapianto di cellule staminali geneticamente modificate costituisce un nuovo
approccio terapeutico per numerose malattie del sangue, sia genetiche (immuno-
deficienze, talassemia), che acquisite (AIDS). La modificazione genetica delle
celule staminali del sangue viene realizzata attraverso l’utilizzo di vettori virali,
virus modificati i cui geni vengono sostituiti da quelli terapeutici. Con questa tec-
nologia, due gruppi in Francia, all’Ospedale Necker di Parigi, e in Italia, Al San
Raffaele di Milano, hanno curato con successo più di quindici bambini affeti da
due diverse forme di immunodeficienza grave combinata, una malattia fatale nei
primi anni di vita. Dopo i primi successi, sono emersi tuttavia anche i limiti della
tecnologia, il più grave dei quali è la possibilità di generare tumori nelle cellule
del sangue a causa di attivazione fortuita di oncogèni da parte del vettore tera-
peutico.
Lo scopo delle ricerche in corso è quindi il miglioramento dei sistemi di trasferi-
mento genico, attraverso l’utilizzo di vettori di nuova generazione dotati di profi-
li di efficacia e di sicurezza superiore a quelli attualmente utilizzati. Le nuove tec-
nologie saranno probabilmente disponibili per l’utilizzo clinico nell’arco dei
prossimi tre anni. Va tuttavia sottolineato che, pur con il limiti attuali, la terapia
genica è, nelle applicazioni attuali, una terapia salvavita, che offre in ogni caso
uno standard di sicurezza e un rapporto rischio-beneficio per il paziende di gran
lunga superiori alle alternative terapeutiche esistenti.
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STAMINALI SOMATICHE
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10

Basi molecolari della plasticità
differenziativa delle cellule staminali
emopoietiche

La disponibilità della tecnologia dei DNA microarrays ha fornito uno strumento
importante di indagine per lo studio del profilo di espressione di migliaia di geni
contemporaneamente, permettendo quindi di valutare quanti e quali geni sono
accesi in uno specifico contesto cellulare (1). L’analisi comparativa fatta con que-
sta metodologia in contesti cellulari diversi ha permesso inoltre:
a) di affrontare il problema della complessità di programmi genetici quali quel-

lo proliferativo (2);
b) di studiare i meccanismi molecolari che stanno alla base della trasformazione

e progressione tumorale (3);
c) di fare una classificazione molecolare di diversi tumori (4);
d) di correlare l’espressione genica con la prognosi di diverse neoplasie (5);
e) di identificare i geni espressi nel processo di differenziamento (6);
d) di identificare i geni espressi in seguito a trattamenti farmacologici (7), aspet-

to rilevante per la terapia di numerose malattie neoplastiche e non;
e) di studiare meccanismi di regolazione genica non ancora conosciuti (8).

Da anni il nostro laboratorio si occupa dello studio, a livello molecolare, della
mielopoiesi normale e leucemica con particolare interesse alla monocitopoiesi e
granulocitopoiesi (9). Nello studio dell’emopoiesi normale uno dei problemi irri-
solti riguarda i meccanismi molecolari che stanno alla base del differenziamento
della cellula staminale emopoietica multipotente. In particolare i meccanismi di
selezione di linea (lineage commitment) a cellule precursori e la regolazione dei
programmi differenziativi che portano a cellule terminalmente differenziate pro-
fondamente diverse fra loro per morfologia e funzione (processo di maturazione).
L’emopoiesi infatti avviene nel contesto microambientale midollare dove sono
presenti, oltre alle cellule ematiche, anche numerose cellule accessorie responsa-
bili della secrezione di numerose citochine e fattori di crescita emopoietici. Le
cellule staminali emopoietiche dell’adulto (midollari e periferiche) e quelle feta-
li derivate dal sangue del cordone ombelicale hanno caratteristiche biologiche
particolari quali l’autorinnovamento (self- renewal), la capacità di dare origine ai
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precursori delle linee differenziative mieloidi e linfoide (lineage commitment) e
quella di ripopolare il midollo di topi irradiati (engrafment). Più recentemente
numerosi studi hanno evidenziato la capacità della cellula staminale emopoietica
di trans-differenziare, di dare origine cioè a cellule non emopoietiche quali epa-
tociti, cheratinociti, neuroni (developmental plasticity) (10). 
Una delle problematiche aperte è se questi segnali extracellulari siano in grado di
influenzare le cellule staminali nel passaggio a precursori cellulari di specifiche
linee (modello istruttivo) o se permettano semplicemente la sopravvivenza e la
proliferazione di predeterminate cellule staminali (modello permissivo) (11).
Anche se questo secondo modello sembra quello prevalente, la notevole plastici-
tà delle cellule staminali non permette di chiarire questo dubbio. Inoltre recente-
mente è stato proposto un modello in cui la fase di transizione da cellula stami-
nale a precursore multilineare e/o monolineare sarebbe determinato dall’antago-
nismo fra diversi regolatori trascrizionali dell’ematopoiesi (12). Recenti pubbli-
cazioni hanno permesso di caratterizzare mediante lo studio del profilo di espres-
sione genica, il fenotipo molecolare della cellula staminale emopoietica di topo
(13) e umana (14). Una ulteriore problematica aperta è legata ai meccanismi
molecolari che stanno alla base della maturazione terminale delle cellule emo-
poietiche.
In questo studio abbiamo applicato la tecnologia dei DNA microarrays alla carat-
terizzazione molecolare di diverse popolazioni di cellule staminali emopoietiche
anche di recente isolamento come le CD34-/Lin- (15). Mediante l’analisi della
variabilità del trascrittoma abbiamo cercato di correlare le proprietà biologiche di
tali sottopopolazioni di cellule staminali emopoietiche con l’espressione diffe-
renziale di numerose famiglie geniche funzionalmente rilevanti quali fattori tra-
scrizionali, trasduttori del segnale, molecole di adesione, marcatori di superficie,
marcatori del differenziamento e geni ciclo relati. I risultati da noi ottenuti hanno
chiaramente evidenziato che le cellule staminali emopoietiche CD34-/Lin- sono
cellule quiescenti, fuori ciclo, hanno attivato delle vie di trasduzione inibitorie
della proliferazione come quella dell’IL-10 e dell’IL-17. Le cellule staminali
CD34+ sia Lin- che Lin+ sono cellule in ciclo, prevalentemente nella fase G1,
con una attività trascrizionale notevolmente più permissiva in grado di esprimere
geni rilevanti per l’autorinnovamento, il differenziamento e molecole di adesione
importanti per l’engrafment. A conferma di questi dati di espressione, il saggio
clonogenico ha evidenziato che le cellule staminali CD34+ sono sensibili, a dif-
ferenza delle cellule staminali CD34-/Lin-, all’attività mitogenica della trombo-
poietina. Inoltre sono trascritti geni associati alla Fase G1 del ciclo e funzional-
mente coinvolti nella sintesi proteica, nel processamento deli RNA, nel rimodel-
lamento della cromatina, ecc. Anche se non sono ancora noti gli stimoli microam-
bientali che permettono l’entrata in ciclo delle cellule staminali CD34-/Lin- pos-
siamo ipotizzare che il modello di emopoiesi più coerente con i nostri dati sia
quello dell’espansione simmetrica della cellula staminale emopoietica e non
necessariamente il modello di divisione assimmetrica. Inoltre riteniamo che il
modello dell’emopoiesi non sia così strettamente gerarchico come molti autori
sostengono, ma che le propietà biologiche dipendano dallo stato cinetico di tali
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cellule e che la fase G1 sia la più coinvolta nella modulazione dell’espressione
genica alla base dell’attorinnovamento, differenziamento o engrafment e quindi
anche della plasticità differenziativa (16) in accordo con il modello di emopoiesi
proposto da Quesenberry (17). 
Altri studi condotti nel nostro laboratorio hanno riguardato le variazioni del tra-
scrittoma nella fase di commitment (plasticità differenzitiva) che porta la cellula
staminale CD34+ a precursori mieloblastici, monoblastici, eritroblastici e mega-
carioblastici. Il modello sperimentale da noi utilizzato è stato qulle della coltura
in vitro di cellule staminali emopoietiche derivate da sangue di cordone ombleli-
cale, coltivate in presenza di un cocktail di citochine e fattori di crescita tali da
sostenere la loro attività proliferativa e da specifici fattori di crescita per condi-
zionarne il passaggio a precursori. Inoltre sempre utilizzando tale modello in
vitro abbiamo studiato l’importanza della forma attiva della Vit. D3 nel commit-
ment monocitario. I risultati da noi ottenuti hanno messo in evidenza che dosi
fisiologiche di Vit: D3 attivano, mediante la via genomica, ciò attraverso il recet-
tore VDR, il commitment della cellula staminale alla mono-macrofagopoiesi
come dimostrato dal saggio clonogenico in metil-cellulosa e come confermato
dalle variazioni del trascrittoma (18). La purificazione, fatta mediante biglie
immunomagnetiche, di precursori monoblastici CD14+ e mieloblastici CD14- e
lo studio in vitro del loro potenziale proliferativo e differenziativo, studiato
mediante citometria flusso, ha evidenziato che i monoblasti CD14+ hanno una
capacità ciclante molto limitata, 2-3 cicli replicativi, e quindi si arrestano nella
fase G1 del ciclo e differenziano spontaneamente, senza necessità di trattamento
con agenti inducenti quali Vit. D3, TGFb, M-CSF, a macrofagi. I mieloblasti
CD14- conservano invece una notevole capacità ciclante, sono in grado di com-
pletare 12-15 cicli replicativi, e una bipotenzialità differenziativa a mono-macro-
fagi inducibile sia da Vit. D3 e M-CSF per la monocitopoiesi, che ATRA e G-CSF
per la granulocitopoiesi. Lo studio in citometria della coespressione di due mar-
catori di linea come la MPO per la granulocitopoiesi e il CD14 per la mono-
macrofagopoiesi, hanno inoltre dimostrato una transizione continua di precurso-
ri mieloblastici, MPO positivi e CD14-, verso i precursori monoblastici CD14+ e
MPO-. Infatti si osserva la coespressione dei due marcatori in una rilevante per-
centuale di cellule. Questa è una evidenza importante di “lineage swithching” o
“intra hematopoietic plasticity” che si realizza a livello di precursori e non di pro-
genitori (19). La comparazione dei profili di espressione genica dei monoblasti e
dei mieloblasti ha permesso lo studio di una lista notevole di geni differenzial-
mente espressi appartenenti a diverse famiglie funzionali come modellatori della
cromatina, fattori trascrizionali, recettori per fattori di crescita, marcatori di
superficie, proteine dei granuli, molecola di adesione ecc. In particolare fra i fat-
tori trascrizione evidenziati, l’espressione differenziale di MafB, ICSBP1,
CEBPb nei monoblasti colpisce per líentit‡ della loro espressione differnaziale.
La rilevanza funzionale di Maf B nella monocitopoiesi umana è stata dimostrata
da esperimenti di over-espressione mediata da vettori retrovirali, di tale fattore
trascrizionale nel contesto staminale fetale CD34+. Tali esprimenti hanno messo
in evidenza che il programma genetico attivato da MafB nel contesto dei proge-
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nitori CD34+ è specifico dei monoblasti e non dei mieloblasti e questo è confer-
mato anche dal saggio clonogenico in metil-cellulosa (20).
In conclusione possiamo dire che:
1) gli studi delle variazioni del trascrittoma nell’emopoiesi normale umana asso-

ciati a studi funzionali hanno dato informazioni rilevanti riguardo ai meccani-
smi molecolari che stanno alla base delle proprietà biologiche delle diverse
sottopopolazioni di cellule staminali emopoietiche;

2) il modello cinetico sembra che sia alla base delle variazione del profilo di
espressione genica che si ha nelle diverse sottopopolazioni di cellule stamina-
li emopoietiche, e che l’espansione di tali cellule è probabilmente più ricodu-
cible al modello di espansione simmetrica più che asimmetrica. Il modello
cinetico può coesistere con l’ipotesi del modello strettamente gerarchico del-
l’emopoiesi;

3) la plasticità differenziativa delle cellule staminali emopoietiche dipende dagli
stimoli microambientali e dalla capacità ciclante di queste cellule e l’induzio-
ne di fattori trascrizionali è alla base della scelta delle diverse linee differen-
ziative;

4) il lineage swithching è possibile anche a livello di precursori e non solo di pro-
genitori emopoietici.
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11

Rigenerazione dell’endotelio vascolare
da cellule staminali somatiche

Fino ad alcuni anni or sono si riteneva che la vasculogenesi (generazione di nuovo
endotelio dalle cellule progenitrici) fosse limitata al periodo di sviluppo embrio-
nale, mentre nell’adulto la generazione di nuovi vasi (limitata peraltro alla ripa-
razione delle ferite e al ciclo mestruale femminile) fosse ad esclusiva partenza da
cellule endoteliali (CE) mature in un processo denominato angiogenesi. Vi è ora
invece evidenza della presenza di cellule progenitrice endoteliali (CPE) presenti
nel midollo osseo (MO) e nel sangue periferico (SP) durante la vita adulta. 
La presenza di CPE capaci di partecipare alla vasculogenesi è stata dimostrata per
la prima volta da Shi et al (Blood 1998) in un modello canino sottoposto a tra-
pianto di MO. In questi animali l’impianto di una protesi vascolare 6-8 mesi dopo
il trapianto portava alla generazione di nuovo endotelio da parte di cellule del
donatore (identificate grazie a tecniche di biologia molecolare). In un modello di
topo transgenico esprimente un gene marcatore sotto il controllo di un promoter
endotelio-specifico (Flk-1 o Tie-2), CPE derivanti dal MO sono state osservate
nella generazione di nuovi vasi nell’endometrio dopo l’ovulazione, nei vasi tumo-
ri del colon, nelle ferite cutanee e nei foci di neovascolarizzazione marginali agli
infarti del miocardio indotti deliberatamente mediante camping delle coronarie
(Asahara et al., Circ Res 1999). 
Un aumento delle CPE circolanti nel SP (valutate mediante citofluorimetria e/o
tecniche di coltura cellulare) è stato osservato dopo insulto vascolare, malattie
ischemiche, ustioni e nei pazienti neoplastici (Rafii e Lyden, Nat Med 2003;
Mancuso et al., Blood 2001). Queste condizioni sono infatti spesso associate al
rilascio di chemochine o fattori di crescita endoteliali come VEGF, in un com-
plesso meccanismo di mobilizzazione delle CPE dove fattori come le metallo-
proteinasi, le molecole di adesione, i macrofagi e le piastrine giocano un ruolo
rilevante (Heissing et al., Cell 2002).
Le CPE umane possono essere identificate all’interno della più larga popolazio-
ne delle CE circolanti nel SP mediante l’espressione dell’antigene CD133, con-
diviso peraltro dalle CP del sistema emopoietico. Recenti osservazioni sperimen-
tali hanno peraltro confermato la presenza nel modello murino di CP con poten-
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ziale sia endoteliale che emopoietico (Bailey et al., Blood 2004), ma queste cel-
lule sono state identificate come Kit+Sca-1+ Lin- in quanto l’antigene CD133
non è ancora stato sufficientemente studiato nel topo. Oltre che nel MO, sembra
possibile che le CPE risiedano nel parenchima dei vasi sistemici ed in alcuni
organi. Cellule muscolare isolate con il sistema dell’estrusione del colorante
Hoechst (side population cells), infatti, possono generare CE mature (Majka et
al., J Clin Invest 2003).

Il ruolo delle CPE nella rivascolarizzazione

a) Retina e sistema nervoso centrale (SNC)
Il diabete, la nascita pre-termine e la degenerazione maculare sono patologie
associate ad una rivascolarizzazione abnorme a livello retinico. Questa condizio-
ne si può a sua volta associare ad una retinopatia proliferativa. Studi nel topo
hanno dimostrato che la progenie di una singola CPE Sca1+c-Kit+Lin- trasdotta
per la green fluorescent protein (GFP), iniettata in un animale letalmente irradia-
to, può dare origine, dopo ischemia indotta da laser, a nuovi vasi GFP positivi
all’interno della retina (Otani et al., Nat Med 2002). Altri studi hanno inoltre
dimostrato l’incorporazione nei vasi di CPE Lin- iniettate nel vitreo di topi neo-
nati o adulti con retina deliberatamente fotocoagulata. Sorprendentemente, que-
ste cellule si localizzano in prossimità degli astrociti. Queste osservazioni sugge-
riscono dunque un ruolo centrale degli astrociti nella formazione dei vasi della
retina (Grant et al., Nat Med 2002).
La rivascolarizzazione della zona confinante con la lesione è osservata spesso nei
pazienti affetti da ischemia cerebrale. Il trapianto di CPE da donatore maschio in
riceventi femminili , sottoposti successivamente a occlusione delle arterie cere-
brali, ha dato origine ad una predominanza di cellule del donatore nei siti di riva-
scolarizzazione studiati 3 giorni dopo l’occlusione (Hess et al, Stroke 2002;
Zhang et al., Circ Res 2002).

b) Rivascolarizzazione delle protesi vascolari
Le protesi vascolari autologhe (o, in alternativa protesi costituite da matrici acel-
lulari) vengono utilizzate per sostituire le arterie coronarie. La trombosi è una
delle complicanze più temute di questa terapia. Le CPE possono generare delle
EC mature (ad attività anti-trombotica) capaci di ricoprire la superficie delle pro-
tesi Dopo lo studio pilota di She et al. (Blood 1998), cellule di MO sono state
poste in coltura sulle protesi sintetiche prima dell’innesto, generando una super-
ficie funzionale e ad elevata attività anti-trombotica (Kaushal et al., Nat Med
2001). Questo approccio può quindi facilitare il rimodellamento in vivo della
superficie vascolare.

c) Ischemia degli arti
In una serie di studi preclinici, sospensioni cellulari autologhe derivate dal MO,
iniettate nel muscolo gastrocnemio reso deliberatamente ischemico, hanno ripristi-
nato la funzione vascolare (Takahashi et al., Nat Med 1999; Kalka et al., PNAS
2000). Una serie di osservazioni cliniche ha confermato la capacità di sospensioni
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cellulari del MO di ripristinare la vascolarizzazione nei pazienti affetti da ischemia
degli arti (Tateishi-Yuyama, Lancet 2002). Poiché le cellule utilizzate non erano
state in alcun modo purificate, resta tuttavia incerto il contributo relativo delle diver-
se popolazioni (emopoietiche, endoteliali, mesenchimali) presenti nel MO. Va
comunque notato che la rivascolarizzazione degli arti dipende da una neoformazio-
ne bilanciata di vasi arteriosi, venosi e del sistema linfatico, in quanto un deficit di
quest’ultimo sistema porta alla formazione di edemi e/o ulcere. L’utilizzo del fatto-
re di crescita VEGF-C sembra di particolare interesse nel promuovere la adeguata
proliferazione dei vasi linfatici (Yoon et al., J Clin Invest 2003).

d) Rivascolarizzazione del miocardio
Anche se questo argomento viene trattato in maggior dettaglio altrove (Treatment
of ischemic heart disease with adult stem cell infusion, C. Stamm), sembra oppor-
tuno segnalare una serie di studi preclinici e clinici sull’utilizzo delle CPE nella
terapia della malattia ischemica del miocardio. Mentre la presenza di cellule pro-
genitrici miocardio-specifiche - recentemente ipotizzata da Oh et al. (PNAS
2003) - è ancora fonte di controversie, diversi modelli sperimentali hanno per-
messo di osservare una rigenerazione del miocardio e soprattutto del suo sistema
vascolare a partire da cellule progenitrici del MO (Orlic et al., Nature 2001;
Kocher et al., Nat Med 2001). Queste osservazioni hanno promosso una serie di
studi clinici dove CPE prelevate dal MO (e talvolta purificate come cellule
CD133+) sono state utilizzate come supporto all’angioplastica coronaria nei
pazienti affetti da ischemia. (Kawamoto et al., Circulation 2001; Strauer et al.,
Circulation 2002; Assmus et al., Circulation 2002; Kawamoto et al, Circulation
2003; Perin et al., Circulation 2003; Tse et al., Lancet 2003; Stamm et al., Lancet
2003). Nel modello murino, infine, CPE mobilizzate nel SP dalla somministra-
zione di G-CSF sembrano in grado di riparare una serie di danni al tessuto mio-
cardio indotti dall’ischemia (Orlic et al, PNAS 2001). Anche questa ipotesi è in
corso di validazione clinica in una serie di trials internazionali. È inoltre stato
recentemente osservato che l’eritropoietina svolge un importante ruolo di mobi-
lizzazione delle CPE nel SP (Heeschen et al., Blood 2003). 

Il ruolo delle CPE nelle malattie neoplastiche 

La prima prova di principio del ruolo delle CPE nella progressione neoplastica è
stata ottenuto nel modello murino del topo Id1+/- Id3-/-. In questi animali, la mag-
gior parte dei tumori xeno-trapiantati non progrediva a causa di una insufficiente
vascolarizzazione. Dopo un trapianto di midollo da donatore Id1+/+ Id3+/+, invece,
diversi tipi di tumore potevano crescere con una normale vascolarizzazione, evi-
dentemente promossa da CPE derivanti dal MO (Lyden et al., Nat Med 2001).
Studi successivi in questo stesso ed in altri modelli hanno permesso di definire
meglio il ruolo delle CPE nella vasculogenesi tumorale, indicando tra l’altro che
le CPE giocano un ruolo più rilevante nei tumori poco differenziati rispetto a quel-
li più differenziati e che progenitori provenienti dal MO sono responsabili della
stabilizzazione dei vasi tumorali mediata dai periciti (Salven et al., Blood 2004). 
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12

Differenziazione e determinazione
dei progenitori neurali

Una definizione operativa di determinazione che ci deriva dall’embriologia clas-
sica intende una cellula o un insieme di cellule come determinato quando avendo
separato dalla loro sede naturale prima della definitiva differenziazione le cellule
di cui si vuole testare la determinazione, le si trapianta ectopicamente o eterocro-
nicamente e queste, a dispetto di condizioni diverse del microambiente, sono
egualmente capaci di completare la loro differenziazione fino ad assumere lo stes-
so fenotipo e ad esprimere gli stessi antigeni che avrebbero espresso se lasciate
nella loro sede d’origine. 
Questa definizione si applica male ai progenitori neuronali il cui fenotipo carat-
teristico comprende di norma anche le connessioni sinaptiche stabilite reciproca-
mente con altri neuroni. Lo stabilirsi delle connessioni appropriate è, infatti, a
volte forzatamente impossibile, se i precursori neuronali sono trapiantati ectopi-
camente in una sede separata da quella ove risiedono i neuroni pre e post-sinap-
tici che normalmente stabiliscono connessioni con i neuroni derivati dai progeni-
tori trapiantati. Nonostante questo l’albero dendritico e la morfologia dell’assone
d’alcune classi di neuroni mantengono caratteristiche topologiche e geometriche
che ne permettono la riconoscibilità anche in assenza di connessioni appropriate. 
Seppur con queste limitazioni possiamo dunque estendere anche ai neuroni e ai
loro progenitori la definizione operativa di determinazione basata sul trapianto,
chiedendoci se i progenitori neuronali proliferanti presenti nel sistema nervoso
dei mammiferi hanno un destino completamente determinato e non modificabile
dal microambiente in cui avviene il differenziamento
Per rispondere a questa domanda in vivo è necessario poter operare sul sistema
nervoso durante lo sviluppo senza interferire con la gravidanza. Questo è possi-
bile nel ratto e nel topo adottando la tecnica dell’iniezione transuterina sotto con-
trollo visivo (1). Questa tecnica sfrutta la possibilità di transilluminare, una volta
che la decidua si è assottigliata e retratta dal polo opposto a quello placentare, le
strutture del feto attraverso la parete uterina e le membrane extrauterine con una
fibra ottica appoggiata alla parete dell’utero. Nel ratto la retrazione della decidua
è sufficiente a permettere la transilluminazione a partire dal 14.5 giorno di gesta-

1° Corso di formazione avanzata

Lorenzo Magrassi
Sezione di Neurochirurgia, Dipartimento di Chirurgia, Università di Pavia,
IRCCS Policlinico S. Matteo, e I.G.M CNR 

1571_Bernasconi_Onco_02  27-10-2004  16:00  Pagina 59



zione (E14.5) mentre nel topo questo avviene a partire da E13. La tecnica Ë stata
impiegata soprattutto per studiare lo sviluppo del sistema nervoso centrale ma
puÚ essere adattata a qualsiasi organo o tessuto dell’embrione come il fegato, gli
abbozzi degli arti, il cuore che sia direttamente visualizzabile. 
La metodica prevede una volta identificato visivamente il bersaglio (per esempio
gli emisferi cerebrali) il suo raggiungimento tramite puntura della parete uterina,
delle membrane e dei tessuti embrionali che lo circondano con un microelettrodo
di vetro il cui diametro esterno non deve superare i 50 micrometri. In questo
modo è possibile iniettare volumi fino a 2 microlitri, volumi maggiori, infatti, si
perderebbero al di fuori del tessuto spandendosi oltre il bersaglio voluto. 
Con questa tecnica a partire dai primi anni novanta è stato possibile effettuare in
tutto il sistema nervoso centrale (CNS) durante lo sviluppo trapianti di progeni-
tori neuroepitelialie dissociati da regioni neurogenetiche attive prima e/o dopo la
nascita. La produzione di topi (2) e ratti (3) transgenici esprimenti costitutiva-
mente in tutti i tessuti una variante (eGFP) intensamente fluorescente della pro-
teina fluorescente in verde della medusa Aequorea victoria ha grandemente sem-
plificato il problema della distinzione delle cellule trapiantate e dei loro eventua-
li discendenti da quelle dell’ospite. Infatti, trapiantando cellule esprimenti il
transgene codificante per l’eGFP in embrioni di ratto non transgenico si possono
distinguere facilmente per la loro fluorescenza le cellule trapiantate. Queste cel-
lule sono inoltre perfettamente visualizzate nella loro complessa morfologia per-
mettendo per esempio di studiare appieno le arborizzazioni dendritiche e assona-
li dei neuroni eventualmente derivati.
Negli ultimi anni abbiamo pertanto applicato sistematicamente questa tecnica di
trapianto intrauterino al sistema nervoso centrale inoculando ectopicamente e/o
eterocronicamente progenitori neurali ottenuti da diverse regioni del sistema ner-
voso al fine di ottenere informazioni riguardanti il loro stato di determinazione.
I neuroni dello strato granulare interno del cervelletto sono generati nel topo nelle
prime 3 settimane della vita post natale dalla migrazione di neuroni immaturi
dallo strato granulare esterno. I neuroni che migrano sono generati dalla prolife-
razione all’interno dello strato granulare esterno di progenitori esprimenti il gene
Math1, che a loro volta sono generati durante la vita embrionale (E12-E15) nello
strato germinativo della fossa romboidale per migrare poi sulla superficie del cer-
velletto in sviluppo a formare lo strato granulare esterno (4). 
Se si disseziona lo strato granulare esterno dal cervelletto dagli strati più profon-
di sia nell’embrione, sia nell’animale postnatale, si può preparare una sospensio-
ne di precursori dei granuli cerebellari relativamente pura. Adottando quindi la
tecnica del trapianto in embrione di ratto sotto controllo visivo si possono inocu-
lare queste cellule in qualsiasi posizione del CNS. Inoculando nel CNS d’em-
brioni di ratto E15 una sospensione di 10 (5) cellule isolate dallo strato granula-
re esterno del cervelletto di topo transgenico esprimente eGFP in tutte le cellule
dell’organismo e sacrificando l’animale ospite dopo la nascita a tempi diversi fino
all’età adulta si nota che le cellule tendono a disperdersi nel tessuto nervoso del-
l’ospite senza particolare preferenza per il tessuto cerebellare formando in alcuni
casi aggregati (cluster) dove le cellule si mantengono mitoticamente attive per
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almeno qualche settimana dopo il trapianto. Riguardo al fenotipo acquisito dalle
cellule trapiantate esso è prevalentemente quello di un granulo cerebellare matu-
ro e questo indipendentemente dalla regione extracerebellare dell’encefalo in cui
si è integrato (5). La conferma del raggiungimento di una differenziazione in
senso appropriato alla regione di provenienza delle cellule indipendentemente dal
microambiente ectopico cui sono continuamente sottoposto in vivo è venuta dalla
dimostrazione del mRNA codificante per la proteina RU49 tipico dei neuroni gra-
nulari e della subunità  6 del recettore per il GABA.
Risultati diversi si sono ottenuti trapiantando nel CNS precursori neuronali isola-
ti dalla superficie cerebellare d’embrioni E12 degli stessi transgenici di topo usati
come donatori per le cellule post-natali. Anche in questo caso le cellule trapian-
tate si sono integrate facilmente in sedi extracerebellari ma non sono stati trovati
granuli in localizzazioni extracerebellari con l’eccezione delle cellule integrate
nella porzione dorsale del tronco una regione con caratteristiche di sviluppo e
neuroanatomiche molto simili a quelle del cervelletto (6). Quando però la stessa
sospensione di cellule prelevate dalla superficie del cervelletto embrionale fosse
invece impianta in vitro in colture organotipiche di strutture telencefaliche con lo
stesso grado di differenziazione di quelle presenti nei ratti ospiti al momento del
trapianto intra-utero si notava la differenziazione di granuli cerebellari anche in
assenza di qualsiasi struttura cerebellare nelle sezioni ospite (5). In conclusione
questi esperimenti indicano la possibilità che precursori dei granuli siano deter-
minati a dare origine ad un fenotipo granulare ben prima di andare incontro all’ul-
tima divisione mitotica anche se almeno in vivo sono necessari fattori permissivi
presenti in sufficiente quantità solo in regioni derivate embriologicamente dalla
porzione dorsale del tronco dell’encefalo (cervelletto, nucleo cocleare dorsale)
perchè possano sopravvivere.
La presenza di precursori neuronali proliferanti ma il cui fato è giù determinato
ed insensibile alle manipolazioni del microambiente è dimostrabile anche in
strutture del CNS esterne al romboencefalo. Durante lo sviluppo del telencefalo
i neuroni che andranno a comporre i nuclei dei gangli della base derivano dalla
proliferazione di cellule contenute nelle eminenze gangliari mediale e laterale. I
neuroni gabaergici di dimensioni medie ricchi di spine dendritiche (MSN,
medium spiny neurons) costituiscono circa il 95% dei neuroni dello striato e
sono generati nel ratto a partire da E14 fino al 1 giorno della vita post-natale. Se
i precursori neuronali contenuti nell’eminenza gangliare laterale di un embrione
di ratto E14 vengono dissociati e trapiantati come sospensione di singole cellu-
le nel CNS di feti di ratto E15-E16 queste cellule sono capaci di integrarsi e
sopravvivere anche al di fuori di strutture di origine telencefalica quali per esem-
pio il midollo oblungato ed il ponte (7). Come nel caso dei progenitori dei gra-
nuli cerebellari, anche i progenitori striatali possono integrarsi come cellule iso-
late o come aggregati (clusters) composti da centinaia - migliaia di cellule deri-
vate dal donatore. Studiando la presenza di marcatori striatali tipici dei MSN
come le fosfoproteine ARPP-21 e DARP-32 si nota che una quota preponderan-
te delle cellule presenti negli aggregati, anche se al di fuori del telencefalo, espri-
mono questi marcatori (7).
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Questo suggerisce che i progenitori striatali, benchË ancora proliferanti, siano già
determinati in quanto una volta trapiantati ed esposti ad un microambiente diver-
so da quello telencefalico sono in grado di riaggregarsi in strutture ectopiche con
caratteristiche anatomiche ed immunofenotipiche del tutto analoghe a quelle tro-
vate nei gangli della base. 
Lo stesso comportamento e cioè, differenziazione in senso appropriato per l’ori-
gine e non la sede del trapianto, è stato recentemente dimostrato per precursori
neuronali derivati dalla neocorteccia8. Anche queste cellule d’origine telencefali-
ca, sempre trapiantate come sospensione di singole cellule possono integrarsi sin-
golarmente o formare aggregati nel tessuto ospite, invariabilmente le cellule con-
tenute negli aggregati si differenziano in accordo con il loro comportamento nella
sede d’origine e non con quello della regione ectopica in cui sono state trapianta-
te (8). 
Anche trapiantando precursori neuronali che provengono da strutture originatesi
da placodi al di fuori della placca neurale, quali i precursori neuronali presenti
nella mucosa olfattiva dell’embrione e dell’adulto, si posono trovare esempi di
progenitori neuronali proliferanti ma già determinati. Infatti, è stato dimostrato
che quando queste cellule sono trapiantate all’interno del CNS embrionale di
ratto E15 le cellule trapiantate possono sopravvivere integrandosi nel tessuto sia
come cellule singole, che apparentemente acquisiscono caratteristiche peculiari al
tessuto dell’ospite in cui si sono localizzate, sia riunendosi a formare aggregati
all’interno dei quali le stesse cellule si differenziano con caratteristiche tipiche
dei neuroni olfattivi quali lo sviluppo di cilia recettoriali, l’espressione di protei-
na marcatore delle cellule olfattive (olfactory marker protein, OMP) tanto da for-
mare un epitelio con caratteristiche simili a quelle della mucosa olfattiva (9).
Queste conclusioni comuni a precursori neuronali proliferanti non hanno solo
importanza per la biologia dello sviluppo ma hanno implicazioni per l’avanza-
mento delle terapie cellulari del sistema nervoso centrale. Infatti, la tendenza dei
precursori neuronali ad aggregarsi spontaneamente dopo il trapianto e a differen-
ziare in accordo con la loro origine invece che con la sede in cui sono stati tra-
piantati, è vera sia nel caso dei trapianti in embrione che in adulti. Per questo
anche nelle applicazioni cliniche la diffusione delle cellule trapiantate a coprire
completamente il territorio afflitto dalla malattia rappresenta ancora un impor-
tante problema che si accentua nell’uomo per le elevate dimensioni delle struttu-
re bersaglio e per il limite nel numero di tracce effettuabili con le canule per l’im-
pianto stereotassico senza aumentare troppo il rischio ulteriore di danno mecca-
nico al tessuto cerebrale o il rischio di sanguinamento (10).
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Plasticità delle cellule staminali neurali

Che cosa sono

Sembra incredibile che l’enorme varietà di forme, dimensioni e competenze che
si ritrova tra le cellule dei vari tessuti di un organismo derivi da un unico tipo cel-
lulare “primordiale”, una sorta di “antenato cellulare comune”. Stiamo parlando
delle cellule staminali embrionali, cioé di quelle cellule che, pur contenendo tutte
le informazioni genetiche necessarie per dar origine a qualunque cellula dell’or-
ganismo adulto e per dirigere il loro organizzarsi in tessuti, organi ed apparati,
sono assolutamente indifferenziate, prive di qualunque “specializzazione” di tipo
strutturale o funzionale.
«Le cellule staminali embrionali, presenti solo nell’embrione di pochi giorni sono
le uniche cellule veramente “totipotenti”, capaci cioé di dare effettivamente ori-
gine a tutti i tipi di cellule presenti nell’organismo. Le cellule staminali embrio-
nali degli animali e dell’uomo possono essere isolate e coltivate in laboratorio. In
opportune condizioni di coltura, possono proliferare per diversi anni e produrre
un gran numero di cellule sempre uguali tra loro, e sempre assolutamente indif-
ferenziate e totipotenti. Se, ad un certo punto si vuole ottenere una cellula della
pelle, del cuore o del sangue, “basta” esporre un gruppetto di cellule staminali
embrionali a particolari sostanze in grado di dirigerne il differenziamento nella
direzione desiderata e attendere che le cellule inizino a dividersi. Ogni cellula sta-
minale iniziale allora, dividendosi, darà origine a due cellule figlie, una ancora
staminale totipotente, l’altra indirizzata verso una particolare via di differenzia-
mento.
Ma le cellule staminali non sono solo queste. Ne esistono, infatti, almeno altri due
tipi di cellule staminali: le staminali fetali e le staminali somatiche adulte.
«Le prime si trovano sempre nell’embrione, ma uno stadio di sviluppo più avan-
zato delle staminali embrionali vere e proprie. Queste cellule sono ancora in
grado di moltiplicarsi rapidamente, ma sono un pò più specializzate rispetto alle
staminali embrionali e non possono dar origine proprio a tutti i tipi di cellule pre-
senti nell’organismo. Si dice, quindi, che sono “pluripotenti”, ma non “totipoten-
ti”. Anche queste cellule, isolate dall’embrione e poste in coltura possono essere
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mantenute in laboratorio per alcuni anni e, se necessario, indotte a differenziarsi. 
Le cellule staminali somatiche adulte, invece, come dice il nome, sono presenti
nei tessuti degli animali adulti, uomo compreso. Queste cellule sono ad un livel-
lo di differenziamento decisamente più avanzato rispetto alle cellule staminali
embrionali e alle staminali somatiche embrionali, ma non sono completamente
specializzate per svolgere una certa funzione e mantengono ancora una certa
capacità di dar origine a tipi cellulari differenti. I ricercatori, però, non sono anco-
ra riusciti a stabilire i limiti di questa potenzialità residua». Per esempio, si sa da
tempo che nel midollo osseo, esistono cellule staminali somatiche adulte capaci
di dar origine ai globuli rossi, ai linfociti, alle piastrine, alle cellule della cartila-
gine e delle ossa, o che negli strati più profondi della pelle esistono altre cellule
staminali adulte capaci di differenziarsi in cellule dell’epidermide. Si sa, cioè, che
le cellule staminali adulte presenti in un certo tessuto sono in grado di differen-
ziarsi in tutti i tipi cellulari tipici di quel tessuto. Negli ultimi anni, però, ci sono
sempre maggiori evidenze che una cellula staminale adulta di un certo tessuto,
isolata e coltivata in laboratorio in opportune condizioni, può essere indirizzata
verso vie di differenziamento diverse». Il che significa, per esempio, che una cel-
lula staminale presente nel cervello adulto può essere indotta a svilupparsi in una
cellula muscolare o in una cellula del sangue, anziché in una cellula nervosa. I
ricercatori hanno chiamato questo fenomeno “transdifferenziamento”. Quindi,
finché le cellule staminali adulte sono confinate all’interno del loro tessuto origi-
nario, la loro unica possibilità è di differenziarsi in cellule di quel tessuto. Ma se
vengono prelevate e coltivate in laboratorio, il loro destino sarà dettato non tanto
dalla loro origine embrionale, quanto dai segnali biochimici che si ritrovano nel-
l’ambiente.

A cosa servono

Le cellule staminali adulte possono essere considerate “cellule di riserva”, serba-
toi da cui i tessuti del nostro corpo possono attingere per sostituire le cellule trop-
po vecchie, o troppo usurate per continuare a svolgere la loro funzione. Su que-
ste cellule si basano, quindi, il rinnovamento fisiologico dell’organismo e la pos-
sibilità di riparare danni che determinano una perdita di materiale organico, come
un’abrasione o un’ulcera.
Fino ad una decina di anni fa, si riteneva che la possibilità di rinnovarsi non fosse
una caratteristica comune a tutti i tessuti dell’organismo. Il tessuto nervoso, per
esempio, era considerato un tessuto non rinnovabile. In pratica, si riteneva che i
neuroni presenti alla nascita potessero crescere, svilupparsi, invecchiare e mori-
re, ma mai, in nessun caso, essere sostituiti. Questo perché nel cervello non erano
mai state trovate cellule staminali. Adesso, però, sappiamo che non è così. Nel
1992, infatti, sono stati trovati piccoli serbatoi di cellule staminali anche in alcu-
ne zone molto profonde e ben delimitate, in corrispondenza dei ventricoli cere-
brali. Quindi, anche se raramente e solo in alcune parti del cervello, il processo
di sostituzione e rinnovamento può avvenire. Ed è una scoperta di non poco conto
perché apre la strada a nuove, straordinarie possibilità terapeutiche.
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Prospettive terapeutiche e difficoltà attuali

Se si considerano contemporaneamente la possibilità del cervello di rinnovare i
propri neuroni a partire dalle cellule staminali e quella di produrre queste cellule
staminali in laboratorio, viene spontaneo pensare di poter utilizzare le cellule sta-
minali coltivate in laboratorio per riparare i danni indotti da malattie degenerative
del sistema nervoso, come il morbo di Parkinson, l’Alzheimer, la sclerosi multipla
o la sclerosi laterale amiotrofica. Ma le potenzialità delle cellule staminali sono
ancora più ampie, perché lo stesso approccio potrebbe essere utilizzato anche per
sostituire cellule in altri organi e, quindi, anche per curare patologie come il dia-
bete, dovuto alla morte delle cellule delle isole pancreatiche che producono l’in-
sulina, o riparare i danni apportati al tessuto cardiaco da un’ischemia o da un infar-
to. Questo nel caso si isolassero cellule staminalli da questi tessuti/organi.
Con le cellule staminali cerebrali si aprirebbe anche la possibilità del trapianto
autologo, o autotrapianto, eliminando molti dei problemi di compatibilità immu-
nologica o di rigetto. Di conseguenza non sarebbe più necessaria la terapia immu-
nosoppressiva, indispensabile invece nel caso di trapianto di cellule da un dona-
tore estraneo. Il problema è che, per esempio, per curare le malattie degenerative
del sistema nervoso bisogna prelevare le cellule staminali dal cervello, farle cre-
scere in coltura e reimpiantarle nel cervello del paziente nella zona giusta. È un
lavoro che si sta già facendo negli animali, a livello sperimentale, ma è tutt’altro
che semplice e l’esito è ancora da verificare. A maggior ragione questo è vero per
l’uomo, che dovrà attendere ancora qualche anno, probabilmente non pochissimi,
prima di poter usufruire di queste tecniche.
Lo studio delle cellule staminali offre anche l’occasione di approfondire la cono-
scenza dei meccanismi di differenziamento cellulare, aprendo la strada allo svi-
luppo di strategie terapeutiche di “riparazione minimamente invasiva” estrema-
mente interessanti. «Le cellule staminali adulte potrebbero, infatti, essere indotte
a differenziarsi somministrando in situ i segnali biochimici capaci di indirizzarle
verso la forma desiderata. Le sostanze in questione verrebbero, cioè, iniettate
direttamente in un serbatoio di cellule staminali presente in un certo tessuto del
paziente, senza il bisogno di prelevarle, trattarle in laboratorio e poi reinserirle nel
“posto” giusto. Questo approccio potrebbe essere molto utile per curare malattie
come il morbo di Parkinson, la sclerosi multipla ed altre ancora. Nel caso del
Parkinson, per esempio, le cellule staminali già presenti nel cervello della perso-
na malata potrebbero essere indotte a differenziarsi e a rimpiazzare quelle dege-
nerate della substantia nigra, con una semplice iniezione. È bene ribadire, però,
che oggi queste sono solo tecniche in fase sperimentale. Per poterle applicare in
ambito clinico è necessario capire tutti i passaggi del processo di differenzia-
mento e individuare tutti i fattori capaci di influenzarlo».
Comunque, in questo contesto, sono stati recentemente fatti passi da gigante. In
particolare, nell’Aprile del 2003, il nostro gruppo, in collaborazione con quello
diretto da Gianvito Martino, sempre del San Raffaele, ha dimostrato l’enorme
potenziale terapeutico delle staminali cerebrali nel contesto dello sviluppo di cure
innovative per la sclerosi multipla. Nel dettaglio:
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La sclerosi multipla è una malattia neurologica altamente invalidante che colpi-
sce .... milioni di persone in tutto il mondo. 
Attualmente, in Italia, i pazienti con sclerosi multipla sono circa 50 mila, a cui si
aggiungono ogni anno circa 1.800 nuovi casi. L’esordio si registra preferenzial-
mente nella fascia d’età che va dai trenta ai 50 anni. La causa esatta della sclero-
si multipla è tutt’ora sconosciuta. Si sa che dipende dall’instaurarsi di eventi
infiammatori che portano alla distruzione della guaina mielinica, il materiale
gelatinoso che riveste i nervi e che è essenziale per la corretta trasmissione degli
stimoli nervosi. La mielina funziona da isolante, più o meno come il rivestimen-
to dei cavi elettrici, e quando viene distrutta dalla malattia le cellule nervose non
riescono più a comunicare tra loro né con gli organi periferici, in particolare con
i muscoli. Nei pazienti affetti da sclerosi multipla, la progressiva distruzione della
mielina in varie aree del cervello e del midollo spinale determina l’accumularsi
di handicap psico-fisici gravi e permanenti.
Le uniche terapie sviluppate fin’ora sono indirizzate a contrastare la reazione
infiammatoria e si basano principalmente sulla somministrazione di farmaci
immunosoppressori e immunomodulanti. Questo approccio ha, però, un’utilità e
un’efficacia limitate e può rallentare l’evoluzione nella malattia solo se questa
viene colta nelle fasi precoci. Poco o nulla può fare, invece, negli stadi più avan-
zati né per riparare i danni già presenti. Inoltre, non andando ad agire sulla causa
del disturbo, non è una terapia risolutiva.
La nostra sperimentazione, condotta in roditori affetti dalla forma sperimentale di
sclerosi multipla, ha dimostrato come le cellule staminali cerebrali, una volta
iniettate per via endovenosa o intracerebrale, sono in grado di raggiungere selet-
tivamente le aree del cervello e del midollo spinale colpite dal processo infiam-
matorio-demielinizzante e di ricostruire la mielina che in queste aree è danneg-
giata. Per di più la ricostruzione è rapida (richiede circa un mese dall’iniezione di
cellule) e si esplica soprattutto quando le staminali vengono iniettate dopo l’in-
sorgenza della malattia. La nuova mielina riesce a riavvolgere in maniera appro-
priata i nervi denudati dalla sclerosi, determinando il ripristino della normale con-
duzione degli impulsi da parte dei nervi danneggiati. 
Il risultato è stato che i topi paralizzati dalla malattia dopo un mese dal tratta-
mento hanno ricominciato a camminare.
L’elemento innovativo dello studio è stata la dimostrazione che semplicemente
iniettando in un vaso sanguigno periferico, nel nostro caso a livello della coda del
topo, le cellule staminali cerebrali adulte si ottiene una ricostruzione, sia anato-
mica sia funzionale, della guaina mielinica in più aree danneggiate del sistema
nervoso. E, soprattutto, che in poco tempo si assiste ad un significativo migliora-
mento della malattia, sia dal punto di vista clinico sia neurofisiologico. La ragio-
ne per cui le cellule staminali cerebrali adulte si comportano in questo modo sem-
bra essere legata alla loro particolare natura. Infatti, normalmente queste cellule
risiedono nel cervello adulto dove svolgono funzione di mantenimento dell’inte-
grità del tessuto cerebrale. Non è chiaro il motivo per cui le cellule staminali che
già si trovano nel cervello dei topi malati non riescano di per sé a riparare le lesio-
ni. L’ipotesi più probabile è che la cronicità dell’evento infiammatorio, tipico
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della sclerosi multipla, possa esaurire con il tempo la riserva naturale di stamina-
li cerebrali.
Inoltre, il meccanismo con cui queste cellule raggiungono le aree danneggiate del
sistema nervoso e le riparano, dopo iniezione in vena, è legato alla presenza sulla
loro superficie di molecole di adesione. Queste ultime funzionano da “sensori del
danno”: percepiscono i segnali di pericolo inviati dalle cellule nervose lesionate
dalla sclerosi multipla e indirizzano le staminali nelle zone da riparare. Ciò signi-
fica che le cellule staminali iniettate si localizzano e si attivano solo su richiesta,
cioè solo quando è presente la reazione infiammatoria indotta dalla malattia. In
condizioni di scarsa infiammazione le cellule staminali non fanno nulla, come se
sapessero che non c’è bisogno di loro. Non è un dettaglio da trascurare: in questo
modo, il nuovo approccio terapeutico è potenzialmente in grado di agire in modo
mirato nelle fasi avanzate della malattia, per le quali oggi non si hanno rimedi a
disposizione.
Infine, le cellule staminali iniettate hanno dimostrato di essere in grado, non solo
di determinare una riparazione diretta del danno, creando nuova mielina, ma
anche di influenzare le capacità autoriparative del tessuto malato in cui si inte-
grano. Normalmente, il tessuto cerebrale danneggiato reagisce ai trattamenti cica-
trizzando la zona colpita: ciò significa che la parte di cervello interessata viene
irrimediabilmente persa. Quando si iniettano le cellule staminali, invece, la cica-
trizzazione viene inibita in favore dell’attivazione delle cellule ancora vitali pre-
senti nel cervello dell’animale malato. Queste ultime iniziano così a produrre
mielina e moltiplicarsi, contribuendo alla riparazione del danno. 
Non sappiamo ancora se la cura, per ora sperimentata solo su topi da laboratorio,
darà risposte paragonabili anche nell’uomo. È interessante, però, notare che per
la prima volta abbiamo a che fare con una terapia che ripara anziché danneggia-
re, come invece avviene nel caso delle terapie immunosoppressive attualmente
utilizzate, indirizzate a indebolire la reattività del sistema immunitario. Inoltre è
un approccio terapeutico che, contrariamente ai farmaci, agisce in modo naturale
perché sfrutta le normali capacità riparative delle cellule staminali, limitando così
gli effetti collaterali. Anche se i presupposti ci sono tutti, la strada da percorrere
è lunga. La prossima tappa sarà la sperimentazione sulle scimmie sulle quali ver-
ranno utilizzate cellule staminali prelevate dal tessuto cerebrale umano, che for-
tunatamente sono già disponibili. Se questa fase ci porterà ai risultati sperati,
potremo passare alle prime sperimentazioni sull’uomo, ma sarà necessario atten-
dere non meno di altri cinque anni. Non resta che avere pazienza, dunque, e un
pizzico di ragionevole speranza.
Le cellule staminali, per ora, ci stanno facendo intravedere soluzioni terapeutiche
impensabili fino a qualche anno fa, ma non danno ancora solide garanzie di affi-
dabilità. Al di là dell’entusiasmo per le nuove scoperte, quindi, ci si deve sempre
ricordare che serve tempo per passare dai laboratori di biologia ai reparti di un
ospedale. 
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14

Differenziazione di midollo osseo umano
adulto in cellule muscolari scheletriche

Base di partenza scientifica

Numerosi lavori riportano dati riguardanti la plasticità delle cellule staminali da
midollo osseo (capacità di differenziare in tipi cellulari diversi dal tessuto d’ori-
gine) sia in vitro che in vivo. In particolare, il trapianto di midollo in toto per via
sistemica in animali letalmente irradiati o l’iniezione di cellule direttamente nel
muscolo danneggiato portano all’attecchimento di cellule muscolari di origine
ematopoietica. Oltre al midollo in toto, per questi esperimenti sono state utilizza-
te popolazioni selezionate per markers di superficie o caratteristiche funzionali. I
tipi cellulari utilizzati si possono suddividere in due principali categorie:

← cellule mesenchimali (MSCs) ottenute per aderenza su plastica:

Nel 1976, Friedenstein (1) dimostra che una piccola frazione di cellule presenti
nel midollo osseo che aderisce sul fondo di una piastra di coltura, possiede carat-
teristiche di multipotenzialità essendo in grado di differenziare in osteoblasti,
condrociti e adipociti. Nel 1995 Wakitani (2) differenzia, benché sporadicamente
e con bassa efficienza, MSCs di ratto in muscolo scheletrico in vitro usando la 5-
azacitidina, un analogo della citidina noto per indurre ipometilazione del DNA e
quindi probabilmente in grado di attivare geni specifici. La 5-azacitidina è stata
recentemente utilizzata con buoni risultati anche su particolari precursori multi-
potenti (MAPCs) da Reyes et al. (3). Nel 1999, Phinney et al. (4) ottengono sem-
pre in vitro, cellule muscolari da MSCs dopo trattamento con amfotericina-B. Il
potenziale miogenico delle MSCs è stato parzialmente dimostrato anche in vivo
(5, 66).

← cellule emopoietiche CD45+:

Cellule muscolari scheletriche possono essere ottenute in vivo anche dalla frazio-
ne non aderente del midollo. Ferrari et al. (5-7) dimostrano la rigenererazione
muscolare di fibre galatossidasi positive derivanti da topi donatori transgenici
MLC3F-lacZ dopo il trapianto direttemente in muscolo sia di midollo in toto che
della sua frazione non aderente. Il muscolo danneggiato è inoltre in grado di
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richiamare cellule a potenziale miogenico dal circolo sanguigno. Infatti, se il
midollo di topi MLC3F-lacZ viene trapiantato in topi letalmente irradiati, si
osservano nel muscolo del topo ricevente fibre galattossidasi positive. Il poten-
ziale miogenico delle cellule CD45+ è stato riconfermato da diversi autori (8) uti-
lizzando anche sottopopolazioni di cellule emopoietiche selezionate per caratte-
ristiche di staminalità. Una popolazione di cellule staminali emopoietiche dette
“side population” (SP) fenotipicamente Sca-1+, c-Kit+, CD45+ e caratterizzate
da un’elevata capacità di estrudere il colorante vitale Hoechst 3042 (9) se tra-
piantata in topi irradiati contribuisce alla rigenerazione muscolare (10) anche a
livello di singola cellula (11). Diversi studi riportano inoltre, dopo trapianto sia di
midollo in toto (5, 12, 13) che di cellule da SP (12) in topi mdx, la formazione di
fibre muscolari da donatore distrofina positive.
Tuttavia, rimangono ancora molti punti da elucidare nello studio della plasticità
delle cellule emopoietiche in senso muscolare:
o L’individuazione di una cellula midollare mutipotente rimane controversa. Non
è stato identificato nessun marcatore che caratterizzi in modo inequivocabile un
precursore miogenico nel midollo osseo.
o La maggioranza dei dati pubblicati riguardano studi in vivo eseguiti nel topo.
Un solo lavoro riporta dati riguardanti la presenza di fibre distrofina positive da
donatore in biopsie muscolari di un paziente affetto da distrofia muscolare dopo
trapianto di midollo (14).
o Esistono pochi dati in vitro e che prevedono essenzialmente l’utilizzo di una
sostanza demetilante, la 5-azacitidina per il differenziamento miogenico.
o Mediamente, l’efficienza del trapianto di cellule emopoietiche è bassa con una
percentuale di fibre muscolari tra 0.1% e 1%.
o La conversione miogenica di cellule emopoietiche potrebbe essere spiegata
attraverso un meccanismo di fusione come ipotizzato per molti tessuti (15, 16).
Questo fenomeno sembra avvenire solo a basse frequenze tra cellule emopietiche
e muscolari (18) (fatta eccezione per le MSCs) (17).

Scopo del lavoro

Ci si propone di 
- identificare nel midollo osseo umano adulto un popolazione di cellule capaci

di differenziare in senso miogenico (cellule muscolari scheletriche).
- mettere a punto una metodica di differenziamento miogenico in vitro.

Materiali e metodi

- Sono state utilizzate cellule midollari in toto ottenute da frammenti costali
prelevati da 36 pazienti sottoposti a chirurgia toracica o cellule mononucleate
da midollo osseo di 29 donatori per trapianti allogenici previo consenso infor-
mato.

I frammenti costali sono stati ripuliti mediante “flushing” e le cellule cosi otte-
nute seminate in fiasca. Cellule mononucleate sono state ottenute per separazio-
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ne su gradiente da campioni di midollo osseo da aspirati midollari da cresta ilia-
ca. Un numero variabile da 1 a 3X106 cellule per cm2 sono state coltivate in ter-
reno DMEM con l’aggiunta di 10% di siero fetale bovino (FCS).
Settimanalmente, il surnatante delle colture è stato riseminato in una nuova fia-
sca e terreno fresco aggiunto alla fiasca originale. Le frazioni aderenti (A1, A2,
A3) e i surnatanti (NA1, NA2, NA3) di queste colture sono stati quindi osservati
al microscopio per la presenza di miotubi e analizzati, in situ o dopo tripsinizza-
zione, con metodiche immunocitochimiche, di Western Blot e Real-time RT-PCR
per la presenza di marcatori muscolo specifici.

Risultati

Dall’osservazione morfologica al microscopio ottico rovesciato delle cellule col-
tivate è emerso che nella maggior parte delle colture, le cellule mostrano una mor-
fologia tipicamente stromale con presenza di sporadiche cellule binucleate. In
nessuno dei casi analizzati sono stati osservati miotubi nelle colture derivate dal-
l’adesione di cellule della prima e della seconda settimana di coltura. Nelle fra-
zioni A3 e A4 da costa e cresta iliaca sono state osservate numerose strutture mul-
tinucleate simili a miotubi nel 19.4% (7 su 36) delle coste e 3.4% (1 su 29) delle
creste ilache. Quando presenti, ricoprono il 50-80% della superficie delle fiasche
(Fig. 1) e risultano fortemente positive in immunocitochimica per desmin, a-sar-
comeric-(a-SR) actin, M-cadherin, slow myosin heavy chain, dystrophin, N-
CAM, and myogenin. L’espressione di CD90 osservata nelle cellule mononu-
cleate è invece assente nei miotubi (Fig. 2).
Lo studio mediante immunocitochimica dei campioni al tempo zero e delle varie
frazioni aderenti ha evidenziato i seguenti risultati:
Le cellule midollari al T0 mostravano una negatività per la presenza di marcato-
ri specifici di cellule muscolari quali la desmina. Dall’analisi sia delle frazioni
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aderenti che dei surnatanti si è invece riscontrata una percentuale di cellule
desmina positive tra lo 0 e il 6.5% (Tab. 1 e Fig. 3).

Tab. 1

T0 A1 NA1 A2 NA2 A3 NA3

Costa 0 6.3 0.5 6.4 0.1 0 0.2

Cresta Iliaca 0 0.5 0.05 2.2 0.025 6.5 -
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Fig. 2

L’analisi in citofluorimetria a flusso
mostra la presenza di una piccola per-
centuale di cellule positive per marcatori
i miogenici desmina e N-CAM al T0 co-
esprimenti il CD45 e un leggero aumen-
to di queste popolazioni nella la frazione
NA1 rispetto al T0 (Tab. 2). 
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Tab. 2

Cresta Iliaca T0 NA1 Costa T0 NA1

CD45 85.37±7 60.27±7 CD45 71.48±24 34.34±16
CD133 1.60±0.5 0.38±0.28 CD133 1.35±0.99 0.46±0.6
CD34 1.75±0.7 0.48±0.1 CD34 1±0.43 0.18±0.18
CD14 12.46±1 17.60±5.6 CD14 5.41±1.44 3.6±1.7
N-CAM 2.3±1.64 2.62±2 N-CAM 1.45±0.9 1.03±1.3
Desmina 0.81±0.4 1.46±1.2 Desmina 0.65±0.25 1.41±1.9
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Cellule mononucleate da midollo osseo adulto separate immunomagneticamente
per la presenza del marcatore N-CAM hanno mostrato una doppia positività
anche per desmin e Myf5 (Fig. 4).
I campioni al T0 e le frazioni NA1 sono inoltre stati analizzati mediante Western
Blot per l’espressione dei seguenti marcatori: desmin, slow myosin heavy chain
(MyHC), α-sarcomeric- (α-SR) actin (Novocastra) mostrando una certa variabi-
lità per l’espressioni di questi marcatori tra i vari campioni analizzati (Tab. 3).

Tab. 3  

Desmina MyHC α-SR-actin

BM da Cresta iliaca e Costa T0 - - 75%
NA1 43% - 100%

I campioni a T0 e le frazioni non aderenti sono invece stati analizzati mediante
Real-time RT-PCR per la presenza di Myf5, MyoD, myogenin, and desmin.
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Tutti campioni analizzati risultano positivi per tutti i marcatori analizzati con un
aumento di 10 volte dell’espressione nelle NA rispetto al T0 (Fig. 5).
Il trapianto nella zampa tibiale anteriore di cellule midollari umane in toto in topi
immunodeficienti (10 NOD-SCID e 12 NOD/RAG) previamente trattati con car-
diotossina per indurre degenerazione muscolare ha evidenziato, a due mesi dal
trapianto, la presenza di cellule muscolari derivanti da midollo osseo umano
anche se in bassa percentuale (da 0.06 Õ 0.06 a 0.19 Õ 0.1) esprimenti distrofina
umana e positive in FISH per la presenza di centromeri umani. 

Conclusioni

Si dimostra la pre-esistenza nel midollo osseo di cellule a potenziale miogenico
in grado di differenziare in vitro sporadicamente, ma con alta efficienza, in mio-
tubi positivi per la maggior parte dei marcatori muscolo specifici. Da queste cel-
lule si è ottenuta differenziazione in senso miogenico nel 20% degli esperimen-
ti con una metodica colturale semplice e senza l’utilizzo di sostanze differen-
zianti (5 azacitidina, amfotericina-B, ecc…). Questa metodica di preplating, uti-
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lizzata anche per la coltura di mioblasti da muscolo scheletrico, consiste nel
“purificare” le cellule facendo aderire la frazione mesenchimale del midollo nei
primi passaggi di coltura. Si è inoltre osservato un aumento del numero di cel-
lule desmina e N-CAM positive co-esprimenti il CD45 nelle varie frazioni che
potrebbero, per le loro caratteristiche fenotipiche, essere quelle che danno mio-
tubi in vitro. I nostri dati confermano quindi l’ipotesi che le cellule a potenziale
miogenico sembrano risiedere nella frazione CD45+ del midollo, in quanto
viene utilizzata la popolazione cellulare che viene eliminata in una normale ade-
renza su plastica.

Punti ancora da chiarire

- Data l’eterogeneicità delle popolazioni analizzate, non è stato possibile carat-
terizzare in modo preciso la popolazione a potenziale miogenico.

- Non è possibile escludere totalmente la possibilità di una contaminazione dei
campioni da cellule miogeniche in particolare per quanto riguarda i campioni
da costa.

- Per chiarire ulteriormente la differenziazione osservata in vitro, il trapianto nel
topo verrà effettuato con le cellule delle varie frazioni aderenti e non aderen-
ti. In questo modo, sarà possibile verificare se queste consentono di ottenere
un aumentata percentuale di fibre umane distrofina positive rispetto al tra-
pianto di cellule di midollo in toto.
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15

Danno tessutale e induzione di plasticità,
transdifferenziazione, fusione cellulare

Plasticità della cellula staminale adulta

Le cellule staminali, ivi comprese quelle ematopoietiche, non solo generano cel-
lule appartenenti al proprio tessuto d’origine, ma sono anche in grado di diffe-
renziasi in cellule appartenenti ad altre linee cellulari e ad altri tessuti, persino
derivanti da un altro foglietto embrionale. Le condizioni che le cellule staminali
debbono soddisfare per dimostrare che si sono realmente differenziate in cellule
di altro tessuto possono essere così elencate: la loro origine deve essere compro-
vata da studi di marcatura genica ed ibridazione in situ (FISH), nessuna o scarse
manipolazioni in vitro, acquisizione delle caratteristiche morfologiche e funzio-
nali proprie del tessuto in cui si trovano integrate.
Particolarmente interessanti sono i risultati delle ricerche condotte nel topo da
Krause et al., 2001. Le tappe di questi esperimenti comportano il trapianto di cel-
lule midollari murine maschili Lin- marcate con PKH26 in riceventi di sesso fem-
minile, seguito due giorni dopo il trapianto dal recupero per sorting delle cellule
PKH26 positive reperibili nel midollo del ricevente, con successivo secondo tra-
pianto di una singola cellula PKH26 positiva in 30 riceventi di sesso femminile.
I risultati ottenuti dimostrano che cellule maschili (0.19-3.39%) con positività per
la citocheratina erano presenti a livello dell’esofago, stomaco, piccolo e grande
intestino, dotti biliari e cute, mentre nel polmone il 20% circa delle cellule pre-
sentava il cromosoma Y ed esprimeva mRNA per il surfattante B, forse per il
danno indotto dalla radioterapia.
La frequenza del ritrovamento di cellule midollari del donatore in tessuti non
ematopoietici del ricevente, dopo danno tessutale di vario tipo in esperimenti con-
dotti nel topo, è riassunta in Tab. 1:
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Celluna staminale Tessuto Danno indotto da Frequenza Autore
esaminato

Midollo osseo Macro TBI 0.5-2% Eglitis e Mezey,
e microglia 1997

Midollo osseo Muscolare Esercizio fisico 3.55% LaBarge e Blau,
2002

Midollo osseo Neuroni TBI 0.2-0.3% Brazelton, 2000
Midollo osseo Neuroni TBI 0.3-2.3% Mezey, 2000
Midollo osseo Epatociti TBI 2.2% Thiese, 2000
Kit+Thy1.1ba Lin- Fegato TBI+difetto genico 30-40% Lagasse, 2000
Lin-Kit al. Cuore/vasi Legatura coronarie 54% Orlic, 2001

La plasticità di cellule staminali adulte non ematopoietiche è dimostrata dai risul-
tati di alcune interessanti ricerche sperimentali ormai non più recenti: cellule neu-
rali murine possono ricostituire l’ematopoiesi in topi sottoposti ad irradiazione
sub-letale (Bjornson et al., 1999); cellule neurali murine possono dare origine a
tutti e tre i foglietti embrionali se iniettati nella morula di topo (Clarke et al.,
2000); nel topo una popolazione cellulare residente nella muscolatura scheletrica
possiede una potenzialità ematopoietica (Jackson et al., 1999).
Per quanto riguarda i risultati di studi condotti nell’uomo, la Tab. 3 riporta la fre-
quenza del ritrovamento di cellule del donatore in tessuti del ricevente:

Tessuto Cellule del donatore Frequenza Autore
trapiantato ritrovate

Midollo osseo Osteoblasti 1.5-2% Horwitz, 1999
Midollo osseo Epatociti 2.2% Thiese, 2000
Midollo osseo Epiteli gastro-enterici 0-4.6% Okamoto, 2002
C. stam. circol. Epatociti, digerente, cute 0-7% Korbling, 2002
Cuore Cardiomiociti, endoteli 20%, 15% Quaini, 2002
Cuore Cardiomiociti, endoteli 0.04%, 25% Laflamme, 2002
Cuore Cardiomiociti 0.2% Meller

Induzione di plasticità, transdifferenziazione,
contaminazione, fusione cellulare

Il principale induttore della plasticità cellulare è senz’altro il danno tessutale. Le
cellule staminali vengono richiamate nell’area danneggiata da citochine liberate-
si nella sede stessa del danno tessutale. Lo “stromal derived factor-1?” (SDF-1α)
e il suo recettore CXCR4 svolgono in tal senso un ruolo cruciale: intervengono in
modo determinante nei meccanismi di accasamento (“homing”) della cellula sta-
minale nel midollo osseo; gli epatociti del fegato danneggiato esprimono SDF-
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1α; la cellula ovale esprime CXCR4 ed il livello di espressione di SDF-1α può
funzionare da gradiente per il richiamo della cellula ovale stessa nell’area epati-
ca danneggiata (Hatch et al., 2002).
La transdifferenziazione di cellule staminali già commissionate verso altre linee
cellulari potrebbe essere un modello per spiegarne la plasticità. Tuttavia è da sot-
tolineare che per quanto riguarda la cellula staminale ematopoietica la transdiffe-
renzazione è un evento molto raro e certamente non fisiologico (Wang et al.,
2003). La supposta plasticità della cellula staminale adulta potrebbe essere inve-
ce legata a una contaminazione cellulare oppure a una fusione cellulare.
Una contaminazione cellulare è possibile se si considera che le cellule staminali
presenti nella muscolatura scheletrica esprimono marcatori della cellula stamina-
le emopoietica CD45 e Sca-1 e devono essere quindi considerate vere e proprie
cellule staminali ematopoietiche, e che la loro presenza a livello muscolare o in
altri tessuti non ematopoietici è solo occasionale (McKinney-Freeman et al.,
2002).
La fusione cellulare consiste nell’unione del patrimonio genetico della cellula sta-
minale ematopoietica del donatore con quello della cellula ospite specifica del
tessuto danneggiato, con creazione di un’unica cellula fornita di nuovo fenotipo
e nuove funzioni (Terada et al., 2002; Vassilopoulos et al., 2003). Il principale
quesito a tale riguardo è quale cellula partecipa alla fusione. Non sembra sia la
cellula staminale ematopoietica per molteplici motivi: la ricostituzione emato-
poietica avviene prima della integrazione della cellula staminale in tessuti non
ematopoietici, quando la cellula staminale ematopoietica viene direttamente
iniettata nel fegato o nel muscolo non attecchisce, il danno tessutale necessario a
richiamare la cellula staminale richiama anche molte cellule infiammatorie.
Parecchie prove depongono invece a favore di un intervento dei macrofagi: par-
tecipano attivamente ai processi infiammatori, oltrepassano le barriere vascolari,
si annidano in tessuti non ematopioietici, sono capaci di fondersi fra loro e con
altri tipi di cellule, alcuni marcatori genetici ne dimostrano la capacità di genera-
re tessuto muscolare e tessuto epatico.
Uno dei quesiti biologici fondamentali riguardante le cellule staminali commis-
sionate tessuto-specifiche è il seguente: sono esse contenute in vari organi e cir-
colano nel sangue periferico? La risposta è probabilmente affermativa. Tali cellu-
le sono identificate dalla proteina di membrana CXCR4 e vengono richiamate nel
midollo osseo perché le cellule stromali producono la chemochina “stromal deri-
ved factor-1” (SDF-1), ligante specifico di questa proteina. Le cellule CXCR4
positive sono state definite nelle loro caratteristiche fenotipiche e funzionali: sono
CD34+ e AC133+ (Sca+ nel topo); circolano nel sangue periferico in condizioni
di steady state e possono essere mobilizzate dopo danno tessutale o dopo som-
ministrazione di G-CSF; dal sangue periferico giungono nel midollo osseo dove
trovano il miglior microambiente per la loro sopravvivenza; non essendo aderen-
ti, e mancando dei marcatori di membrana specifici delle cellule mesenchimali, si
ritiene siano diverse da queste. Gli eventi successivi al danno tessutale potrebbe-
ro quindi venir così riassunti: aumentata produzione di SDF-1 da parte del tessu-
to danneggiato, incremento del numero di cellule CXCR4+ nel sangue periferico,
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richiamo di cellule staminali nel tessuto danneggiato per azione dell’asse SDF-1-
CXCR4 (Ratajczak et al., 2004).

Studi preclinici e primi studi clinici

Le conoscenze sulla plasticità delle cellule staminali hanno portato ai primi ten-
tativi di un loro impiego nella riparazione di danni di tessuti e organi. Alcuni
esperimenti riguardano l’uso di cellule staminali ematopoietiche per rigenerare
cardiomiociti. Esiste un razionale per tale impiego: le cellule staminali emato-
poietiche nella sede del danno miocardico possono migliorare la vascolarizzazio-
ne differenziandosi in cellule endoteliali, possono riparare il danno differenzian-
dosi in cardiomiociti, possono produrre citochine che prevengono la fibrosi.
Esistono anche prove sperimentali che dimostrano la potenziale utilità di una tale
procedura: l’iniezione di cellule ematopoietiche maschili lin-Kit+ nel topo fem-
mina determina una rigenerazione di cardiomiociti ed un miglioramento dei para-
metri emodinamici (Orlic et al., 2001). I primi studi clinici investigativi condotti
nell’uomo sembrano confermare queste premesse sperimentali. Infatti, l’iniezio-
ne di cellule staminali autologhe direttamente nell’area di miocardio danneggia-
ta determinerebbe un miglioramento della sintomatologia, della perfusione mio-
cardica e della funzionalità dell’area ischemica alla RMN 3 mesi dopo l’infarto
(Tse et al., 2003), mentre l’iniezione di cellule staminali AC133+ ai bordi dell’a-
rea infartuata dopo bypass coronarico migliorerebbe la perfusione e la funziona-
lità cardiaca 3-9 mesi dopo l’infarto (Stamm et al., 2003).
Un argomento di particolare interesse riguarda l’impiego di cellule staminali
ematopoietiche per rigenerare cellule neurali. Nell’animale da esperimento è
stato dimostrato che cellule staminali midollari esprimenti una proteina transge-
nica, trapiantate in topi adulti dopo irradiazione corporea totale generano cellule
neurali esprimenti i marcatori neurali NeuN e tubulina (Brazelton et al, 2000); lo
stesso tipo di esperimento consente di ottenere a distanza di 10-15 mesi dal tra-
pianto un basso livello di chimerismo (0.2%) a carico delle cellule di Purkinje
(Priller et al., 2001). Per quanto riguarda gli studi condotti nell’uomo è da sotto-
lineare che pazienti di sesso femminile trapiantate con midollo osseo ottenuto da
donatore di sesso maschile presentano 0.025-0.05% di cellule maschili a livello
di neocortex e ippocampo (Mezey et al., 2003); inoltre che in tale setting lo 0.1%
delle cellule di Purkinje sono maschili, alcune però presentano un numero di cro-
mosomi del sesso superiore a quello diploide, lasciando quindi supporre che si sia
verificata una fusione cellulare tra cellule del donatore e quelle dell’ospite
(Weimann et al., 2003).
Oltre a differenziarsi in cellule neurali, cellule staminali ottenute dal midollo
osseo possono differenziare in oligodendrociti e sono quindi capaci di rimieliniz-
zare particolari lesioni del tessuto nervoso, assumendo le caratteristiche fenotipi-
che e funzionali proprie degli oligodendrociti (in esperimenti murini la velocità
di conduzione lungo l’assone è fortemente migliorata).
Cellule staminali ematopoietiche possono anche rigenerare epatociti funzional-
mente attivi. Nell’animale da esperimento il trapianto di cellule staminali KTSL
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(Lin-kit+Sca+Thy 1.1ba), marcate con β-galattosidasi ed in grado di metabolizza-
re tirosina per azione dell’enzima fumarilacetoacetato idrolasi (FAH), in topi con
deficit congenito di tale enzima ne consente la sopravvivenza anche se non viene
somministrato NTC, farmaco che impedisce la degradazione della tirosina nei
suoi metaboliti tossici; la sopravvivenza è possibile perché le cellule staminali del
donatore si differenziano in epatociti FAN+ e β-gal+ (Lagasse, 2000). Per quan-
to riguarda l’uomo è da ricordare che pazienti di sesso femminile, trapiantate con
midollo osseo da donatore di sesso maschile, presentano epatociti che contengo-
no il cromosoma Y.
In conclusione, risulta evidente che il sistema delle cellule staminali adulte è
molto più flessibile di quanto sino ad ora ritenuto, particolarmente in condizioni
di stress tessutali. Abbiamo appena incominciato a capire che cellule staminali
circolanti nel sangue possono agire non solo come distributrici di progenitori
ematopoietici, ma anche come sistematici fornitori di progenitori staminali che
partecipano all’omeostasi dei vari organi e tessuti, e quindi capaci di riparare
danni tessutali non-ematopoietici. Il potenziale terapeutico di questa acquisizio-
ne è straordinariamente vasto.
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1

Clonazione: storia e tecniche. 
Dalle cellule staminali embrionali
all'architettura funzionale dei tessuti

La capacità tecnica di manipolare spermatozooi, oociti e cellule dei primi stadi
embrionali nei mammiferi, è giunta in anni recenti ad aprire prospettive applica-
tive, nell’ambito della biologia della riproduzione animale ed umana, tali da porre
imperative domande legate alle conseguenze del loro impiego. Queste sono fon-
damentalmente due: l’una rivolta a capire quale effetto avrà sulla biodiversità se
la fecondazione artificiale con pochi riproduttori diverrà la sola tecnica di ripro-
duzione impiegata per gli animali di interesse economico, l’altra legata agli aspet-
ti bioetici. Si scontrano su questo terreno le due vocazioni della ricerca scientifi-
ca, come la storia della scienza insegna, quella applicata e quella di base. Ciò che
abbiamo appena ricordato cade infatti nella sfera di applicazioni di tipo mercan-
tile di ricerche che hanno sì contribuito enormemente all’avanzamento delle
conoscenze scientifiche di base, ma che ancora necessitano di tanto tempo e molti
investimenti per giungere ad avere una idea più chiara di fenomeni biologici che
comunque siamo già in grado di tradurre in applicazioni commerciali. A più di
200 anni dalla prima fecondazione artificiale (1781) per opera di Lazzaro
Spallanzani (1729-1799) ancora grande resta la nostra ignoranza degli eventi che
regolano le primissime fasi dello sviluppo embrionale. La fecondazione ha inizio
con la fusione tra la cellula germinale femminile (cellula uovo) e quella maschi-
le (spermatozoo) a formare lo zigote. Lo zigote è la prima cellula del nuovo indi-
viduo che inizia a dividersi in due cellule, poi quattro, otto, sedici, trentadue e
così via fino al completo sviluppo del nuovo individuo. August Weissman (1834-
1914) per primo postulò che durante la moltiplicazione cellulare le cellule soma-
tiche si differenziano a formare i diversi organi e strutture che compongono l’in-
tero corpo, mentre le cellule germinali mantengono l’insieme dell’informazione
ereditaria che verrà tramandata di generazione in generazione. 
Studi successivi condotti da grandi embriologi quali Hans Driesch (1876-1941)
e Hans Spemann (1869-1941) arrivarono a chiarire, nei modelli prediletti dalla
biologia dello sviluppo e cioe’ il riccio di mare, la rana ed i tritoni, i momenti
durante lo sviluppo embrionale in cui la via differenziativa delle diverse linee di
sviluppo assumeva le caratteristiche di “non ritorno”. In particolare, Hans
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Spemann dimostrò con i suoi esperimenti, che la determinazione è un processo
progressivo, attivo durante lo sviluppo embrionale, che porta le cellule dell’em-
brione a seguire una via differenziativa irreversibile da un certo stadio di svilup-
po in poi. Egli intuì che i criteri per la differenziazione cellulare sono di tipo ope-
rativo, poiche’ nell’embrione iniziale, non riscontrava una evidente differenzia-
zione morfologica cellulare. Rimaneva però aperto il quesito: ‘La differenziazio-
ne cellulare è un processo terminale oppure il programma genetico di una cellu-
la differenziata può essere riprogrammato?’. Per rispondere a quest’ultima
domanda, Spemann propose nel 1938 quello che lui stesso definì “un fantastico
esperimento”. Egli suggerì di prelevare il nucleo da una cellula di un embrione in
avanzate fasi di sviluppo (oppure di un individuo adulto) e trasferirlo nel citopla-
sma di una cellula uovo enucleata, privata cioé del proprio nucleo, del proprio
corredo genetico. In altre parole propose un esperimento di trasferimento nuclea-
re per capire se il nucleo di una cellula differenziata era in grado di riprogram-
mare l’informazione espressa e di controllare lo sviluppo embrionale. Purtroppo
l’avanzamento delle conoscenze scientifiche necessita non solo di idee brillanti,
ma anche di opportunità tecniche. Spemann non fu in grado di condurre l’esperi-
mento, per la mancanza di strumenti adatti alla manipolazione e alla dissezione
delle cellule somatiche e germinali utili al trasferimento nucleare: saranno neces-
sari 14 anni prima che gli embriologi riescano a cimentarsi con l’esperimento
proposto da Spemann. 
Nel 1952 due ricercatori americani, Robert Briggs e Tom J. King, utilizzando
una pipetta di vetro molto sottile estrassero il nucleo da una cellula di embrione
di rana allo stadio di blastula e lo trasferirono in una cellula uovo enucleata.
L’embrione così costituito raggiunse lo stadio di girino ma non fu in grado di arri-
vare allo stadio di adulto.
Il lavoro di Briggs e King aveva per la prima volta posto le basi sperimentali,
(definendo gli strumenti e le tecniche necessarie per eseguire l’esperimento pro-
posto da Spemann) per giungere ad ottenere le due più importanti risposte che la
comunità scientifica attendeva in quegli anni:
1) l’informazione genetica contenuta nel nucleo di una cellula differenziata è

ancora presente nella sua totalità fisica? E se lo è, può essere di nuovo ripro-
grammata per lo sviluppo di un nuovo individuo?

2) le interazioni tra il citoplasma dell’oocita ed il nucleo trasferito sono in grado
di de-differenziare il nucleo introdotto e di dirigere poi lo sviluppo di un
nuovo individuo? Passarono quasi quindici anni e nel 1966 John Gurdon,
dell’Università di Cambridge in Gran Bretagna, pubblicò un lavoro straordi-
nario in cui, utilizzando la metodica di Briggs e King, dimostrava di aver otte-
nuto lo sviluppo di un embrione, generato dal trasferimento di un nucleo di
una cellula differenziata prelevata dall’intestino di un girino di Xenopus in
un’oocita enucleato, fino al completamento dello stadio larvale. Gurdon aveva
dimostrato che i nuclei di cellule somatiche differenziate, trasferiti nel cito-
plasma di una cellula uovo enucleata sono in grado di modificare il loro pro-
gramma genetico fino ad assumerne uno nuovo, di tipo embrionale e quindi
capaci di iniziare e proseguire lo sviluppo larvale. Sul finire degli anni ’70
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quindi il “fantastico esperimento” proposto da Spemann aveva avuto luogo,
sebbene nessun embriologo fosse stato ancora in grado di ottenere un indivi-
duo adulto dal trasferimento di nuclei somatici differenziati prelevati da giri-
ni oltre lo stadio differenziativo di girino in grado di alimentarsi, né tantome-
no da individui adulti.

Nel 1981 un giovane ricercatore americano, Peter Hoppe, ed un brillante ricer-
catore di origine tedesca, Karl Illmensee, pubblicarono un articolo sostenendo di
aver ottenuto dei topolini in seguito al trasferimento di nuclei di cellule embrio-
nali allo stadio di blastocisti in oociti enucleati. Con il loro lavoro, Hoppe ed
Illmensee riuscendo a micro-manipolare il gamete femminile e l’embrione preim-
pianto di un topolino, dimostrarono la possibilità di clonare anche i Mammiferi
classe alla quale appartiene anche l’uomo. Di nuovo, l’esperimento di Hoppe ed
Ilmensee aveva dimostrato la pluripontezialità dei nuclei di cellule embrionali, il
passo successivo, la clonazione a partire da nuclei prelevati da cellule di indivi-
dui adulti, avrebbe definitivamente dimostrato la reversibilità dei processi attivi
nella determinazione del differenziamento cellulare. Purtroppo, nonostante i
numerosi tentativi di ripetere l’esperimento di Illmensee e Hoppe nessun ricerca-
tore riuscì più ad ottenere il completo sviluppo di un embrione di topo, nemme-
no embriologi del calibro di James McGrath e Davor Solter, i quali tentarono di
clonare topi a partire da nuclei prelevati da blastomeri di embrioni a 2, 4, 8 cel-
lule sino alla blastocisti (stadio utilizzato da Hoppe ed Ilmensee) con risultati
sempre negativi. Nel 1984, in un articolo pubblicato sulla rivista Nature, essi
dichiararono che “la clonazione di topi, utilizzando tecniche di trasferimento
nucleare, è biologicamente impossibile”.
Gli stessi Ilmensee ed Hoppe, non furono più in grado di ripetere con successo
i risultati riportati nell’articolo del 1981, e l’intero gruppo di ricerca ormai scre-
ditato dal punto di vista accademico, si sciolse. Tale fu l’impatto sulla comunità
scientifica che i finanziamenti ai laboratori di embriologia impegnati in ricerche
di base sui fenomeni biologici che regolano lo sviluppo embrionale e la diffe-
renziazione cellulare (e che per questi studi utilizzavano tecniche di trasferi-
mento nucleare) vennero bloccati. In seguito, la clonazione di mammiferi perse
di interesse per i biologi dello sviluppo ma continuò nell’ambiente veterinario
per l’interesse applicativo in ambito zootecnico. In quest’ambito infatti, le
potenziali ricadute economiche derivanti dall’opportunità di ottenere con suc-
cesso animali (bovini, suini etc) identici agli individui donatori di un genoma
(quindi del nucleo utilizzato nel trasferimento nucleare) ricco di tratti genetici di
interesse commerciale risultano immediatamente evidenti. Due erano i laborato-
ri impegnati in questo tipo di ricerche, quello di Steen M. Willadsen in Gran
Bretagna e quello di Neil First negli Stati Uniti d’America. Nel 1986, Willadsen
annunciava di aver clonato delle pecore trasferendo nuclei di embrioni preim-
pianto in oociti enucleati. Nel giro di pochi mesi (1987) Neil First pubblicava un
articolo dimostrando di aver ottenuto nel suo laboratorio dei vitelli a partire da
cellule embrionali preimpianto e più tardi ottenne un nuovo successo a partire da
cellule della blastocisti, le stesse cellule del nodo embrionale utilizzate anni
prima negli esperimenti di Illmensee e Hoppe sul topo. Impiegando tecniche di
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trasferimento nucleare a partire dal 1986 ad oggi sono stati ottenuti migliaia di
bovini, suini, ed ovini. Nel 1996, il gruppo diretto da Ian Wilmut, dell’Istituto
Roslin di Edinburgo in Scozia, dalla disgregazione delle cellule del nodo
embrionale di pecora ottenne circa 20 cellule che non saranno utilizzate come
tali, ma bensì coltivate in vitro per alcuni giorni, così da ottenere una popolazio-
ne di migliaia di cellule identiche tra loro. Ciascuna di queste cellule era poten-
zialmente in grado di dare origine ad un individuo clonato, identico alle altre
migliaia di individui ottenibili a partire dalle cellule embrionali della stessa
popolazione.
Nonostante la clonazione di individui a partire da cellule embrionali non costi-
tuisse più una novità almeno in ambiente zootecnico, la notizia, nel febbraio del
1997, sempre ad opera del gruppo di ricerca diretto da Ian Wilmut, apparsa sulla
rivista Nature della nascita di un agnello a partire da un oocita enucleato nel quale
era stato trasferito un nucleo di una cellula somatica di pecora adulta, colse di sor-
presa la comunità scientifica internazionale. Esaminiamo da vicino l’esperimen-
to di Wilmut. Cellule della ghiandola mammaria furono disgregate e mantenute,
per un periodo di due settimane, in un terreno di coltura privo di alcuni nutrimenti
al fine di rallentarne la divisione cellulare e bloccarle in una fase del ciclo cellu-
lare detta G0. Le cellule furono poi incubate in un terreno contenente il virus
Sendai che legandosi alla membrana plasmatica della cellula somatica facilita,
successivamente al traferimento di quest’ultima nello spazio perivitellino del-
l’oocita, la sua fusione con l’oocita.
Nell’esperimento del gruppo scozzese furono trasferite 277 cellule somatiche in
altrettanti oociti. Di questi oociti, 29 (10,5%) si svilupparono fino allo stadio di
morula/blastocisti trasferiti poi nell’utero di 13 femmine. Di queste 29 blastoci-
sti, 1 completò lo sviluppo fino alla nascita di un agnello, chiamato Dolly.
Dall’analisi critica del lavoro del gruppo scozzese emerge un punto di estrema
rilevanza concettuale: l’impossibilità di riconoscere tra le cellule disgregate della
ghiandola mammaria quale abbia contribuito alla nascita di Dolly. In seguito alla
disgregazione delle ghiandole mammarie si ottengono diversi tipi cellulari isola-
ti, cellule epiteliali, fibroblasti e linfociti di cui è però molto difficile distinguer-
ne le caratteristiche morfologiche, il fenotipo, dopo essere state a lungo coltivate
in vitro. Quindi, ad oggi, non conosciamo quale sia la cellula somatica che ha per-
messo la nascita di Dolly. Anche se la procedura adottata dal gruppo scozzese si
è rivelata aperta a critiche, non vi è dubbio però sul fatto che questo esperimento
rappresenta un passaggio importantissimo nella storia dell’embriologia e final-
mente, a ottanta anni dagli esperimenti di Spemann, siamo in grado di dare una
risposta alle domande allora poste: il genoma di una cellula somatica di mammi-
fero adulto può essere riprogrammato all’interno del citoplasma di un oocita enu-
cleato ed è in grado si sostenere lo sviluppo embrionale a termine fino alla nasci-
ta di un nuovo individuo.
Rimangono comunque completamente oscuri quali siano i meccanismi e le
molecole coinvolte in questo processo di riprogrammazione del genoma della
cellula somatica dopo il suo trasferimento all’interno dell’oocita. La pecora pur-
troppo non rappresenta il modello animale ideale per gli studi di base che porte-
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ranno alla comprensione di questi fenomeni. Le conoscenze di biologia della
riproduzione, di embriologia molecolare e più in generale di genetica di questo
animale sono estremamente limitate. Al contrario, il topo rappresenta il model-
lo sperimentale ideale perche’ è il mammifero di cui meglio conosciamo la gene-
tica, insieme all’uomo, la biologia della riproduzione e dello sviluppo. Il topoli-
no rappresenta quindi il modello animale più prezioso per la ricerca biomedica.
Alla nascita di Dolly, i biologi dello sviluppo sono tornati a chiedersi quali siano
i fattori che permettono ad uno zigote ottenuto dal trasferimento nucleare di ter-
minare lo sviluppo. Un aspetto importante che distingue lo sviluppo preimpian-
to di pecora da quello di topo riguarda le modalità ed i tempi di attivazione dei
geni embrionali. In tutti i mammiferi le prime fasi dello sviluppo embrionale a
partire dallo zigote avvengono grazie agli RNA messaggeri (mRNA) e alle pro-
teine di origine materna, ovvero presenti nel citoplasma dell’oocita e prodotti
durante l’oogenesi. Questi mRNA e queste proteine andranno, col procedere
dello sviluppo embrionale, esaurendosi e quindi l’embrione dovrà sintetizzarne
di nuovi. L’attivazione del genoma embrionale (in inglese detta anche zygotic
genome activation, ZGA) avviene durante lo sviluppo preimpianto in momenti
diversi nelle diverse specie di Mammiferi. Nel topo lo ZGA avviene a partire
dall’embrione a 2 cellule, nell’embrione umano a partire da 4 cellule, nel coni-
glio e nella pecora a 16/32 cellule. L’embrione di pecora raggiunge lo stadio a
32 cellule 2,5 giorni dopo la fecondazione (o dopo il trasferimento del nucleo
somatico), mentre il topo raggiunge lo stadio di 2 cellule, 15-20 ore dopo la
fecondazione. Ne consegue che l’embrione di pecora, rispetto a quello di topo,
dispone di una maggior quantità di tempo per modificare il programma geneti-
co del genoma della cellula somatica. L’embrione di topo, ottenuto dopo trasfe-
rimento di un nucleo somatico, deve avere il nuovo programma genetico adatto
allo sviluppo dell’embrione già pronto allo stadio di 2 cellule. Questa differen-
za era ritenuta da molti embriologi fondamentale nello spiegare gli insuccessi
con il modello topo.
Nel luglio del 1998 la rivista scientifica Nature pubblica un lavoro ove si riporta
la nascita di alcuni topolini da embrioni ottenuti dal trasferimento di nuclei soma-
tici in oociti enucleati. Il gruppo di ricerca è diretto dal Prof. Ryuzo Yanagimachi
e comprende ricercatori giapponesi, inglesi, italiani (M.Z. tra gli autori del pre-
sente articolo) ed americani.
Come ricordato, un punto critico dell’esperimento di Wilmut e collaboratori
riguardava l’impossibilità di conoscere il fenotipo della cellula somatica utilizza-
ta per il trasferimento nucleare. Il gruppo diretto da Yanagimachi ha utilizzato tre
tipi cellulari di cui erano perfettamente noti l’origine ed il fenotipo. Le cellule fol-
licolari del cumulo ooforo, le cellule del Sertoli e le cellule nervose. Tutti e tre
questi tipi cellulari hanno smesso di moltiplicarsi e sono uscite dal ciclo cellula-
re, sono inoltre terminalmente differenziate. Al momento dell’isolamento si tro-
vano in quella che è conosciuta come fase G0 del ciclo cellulare. Le cellule folli-
colari a centinaia circondano l’oocita ovulato a formare una corona (il cumulo
ooforo). Le cellule del Sertoli rappresentano la componente somatica del tubulo
seminifero e regolano l’andamento della spermatogenesi. Le cellule nervose uti-
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lizzate provengono dalla corteccia cerebrale di individui adulti. Diversamente dal
gruppo di Ian Wilmut, che ha scelto di trasferire la cellula somatica intera nello
spazio perivitellino dell’oocita e mediare la fusione tra le membrane plasmatiche
con un virus, Yanagimachi e collaboratori hanno preferito estrarre il nucleo dalle
cellule somatiche prescelte e traferirlo direttamente all’interno del citoplasma
dell’oocita. 
Nell’esperimento, l’immediata verifica del successo della clonazione avviene
verificando il colore del pelo dei topolini. Sono stati infatti utilizzati tre ceppi di
topolini caratterizzati dal diverso colore del pelo: un ceppo a pelo nero donatore
delle cellule somatiche e quindi dei nuclei traferiti, un ceppo a pelo grigio dona-
tore delle cellule uovo ed un terzo ceppo a pelo albino di femmine pseudo-gravi-
de deputato a portare a termine la gravidanza dopo il trasferimento degli embrio-
ni allo stadio di blastocisti. La possibilità di indurre uno stato di pseudo-gravi-
danza nelle femmine di topo è molto utile ai ricercatori. La pseudo-gravidanza
infatti viene ottenuta accoppiando la femmina di topo con un maschio sterile: la
condizione ormonale che sostiene lo stato di gravidanza ha inizio con l’accop-
piamento, indipendentemente dalla presenza di spermatozoi e dalla avvenuta
fecondazione delle cellule uovo. I ricercatori possono così trasferire nell’utero
della femmina pseudogravida degli embrioni ottenuti in vitro, i quali potranno
impiantarsi sulle pareti di un utero già pronto ad accoglierli. Dei tre tipi cellulari
impiegati, cellule follicolari, del Sertoli e cellule nervose, solo le cellule follico-
lari hanno dimostrato la capacità di sostenere lo sviluppo di embrioni normali ed
in grado di procedere attraverso tutte le tappe dello sviluppo fetale sino alla nasci-
ta di nuovi individui. Raggiunto lo stadio di blastocisti gli embrioni sono stati tra-
feriti nelle femmine pseudogravide albine. Al termine della gravidanza sono nati
topolini il cui pelo, dopo circa 15 giorni si è rivelato nero, così come ci si atten-
deva. Il primo topolino femmina così ottenuto è stato chiamato Cumulina per la
sua derivazione da una cellula del cumulo ooforo, ottenuta con la tecnica ora
esposta e chiamata “tecnica di Honolulu”. In seguito, Cumulina è stata accoppia-
ta con un maschio fertile e dopo 19 giorni di gravidanza ha partorito alcuni pic-
coli.
La maggior parte degli embrioni ottenuti con il trasferimento di nuclei di cellule
del Sertoli si sono impiantati sulla parete dell’utero, ma non hanno proseguito lo
sviluppo embrionale e solo in un caso un embrione si è sviluppato fino allo sta-
dio di 8-9 giorni. I risultati peggiori in termini di sviluppo embrionale sono stati
ottenuti con i nuclei delle cellule nervose i cui embrioni non si sono mai svilup-
pati oltre lo stadio di blastocisti e solo in rari casi si sono impiantati sull’utero
delle femmine pseudogravide. 
Il colore del pelo non è stato l’unico marcatore genetico impiegato per provare
che i topolini nati con la tecnica di Honolulu erano cloni. Anche altri marcatori
genetici sono stati utilizzati tipizzando il DNA dei tre ceppi di topoline impiega-
te nell’esperimento.
L’esperimento condotto da Yanagimachi e collaboratori con le cellule follicolari
ha stabilito con chiarezza che il nucleo di cellule somatiche terminalmente diffe-
renziate, trasferito nel citoplasma di una cellula uovo, può perdere il proprio pro-
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gramma genetico ed acquisirne uno nuovo in grado di iniziare e terminare lo svi-
luppo embrionale sino alla nascita di un nuovo individuo: dal punto di vista gene-
tico, il nuovo individuo è un clone del donatore della cellula somatica impiegata
per il trasferimento nucleare. Diverse altre decine di topoline sono nate con il tra-
sferimento di nuclei di cellule follicolari.
La ricostruzione storica degli esperimenti che hanno portato alla clonazione di
Anfibi prima e di Mammiferi poi mostra quanto importante nella scienza sia l’i-
dea che porta a concepire un esperimento (Spemann pensò alla clonazione nel
1938), ma quanto indispensabile sia anche lo sviluppo di nuove tecniche e stru-
menti necessari alla sperimentazione. è stato il miglioramento progressivo negli
anni delle tecniche di micromanipolazione di gameti ed embrioni preimpianto che
ha permesso sia il trasferimento nucleare da una cellula somatica alla cellula uovo
enucleata con il minimo danno possibile, sia un aumento sempre maggiore del
numero di embrioni manipolati così ottenuti.
La tecnica di trasferimento nucleare impiegata per l’ottenimento di Cumulina
appare di estrema utilità per lo studio e la comprensione dei meccanismi mole-
colari che regolano le prime fasi dello sviluppo dell’embrione di mammifero. È
questo infatti un modello di studio che permetterà di capire come una cellula uovo
sia in grado di riprogrammare il DNA di una cellula somatica ponendolo in grado
di iniziare e completare lo sviluppo embrionale.
Fenomeni simili di azzeramento parziale o completo della “memoria” genetica di
una cellula sono noti nel caso della crescita neoplastica, quando una cellula perde
quelle che sono le proprie caratteristiche differenziative e, non riconoscendo più
alcun segnale di inibizione, continua a proliferare con caratteristiche simili a
quelle delle cellule dei primi stadi embrionali. La cellula uovo è straordinaria
nelle sue capacità di riprogrammare il DNA del nucleo della cellula somatica che
è stata introdotta al suo interno. Essa è chiaramente in grado di guidare il DNA
della cellula somatica verso un destino differenziativo che è quello caratteristico
dello sviluppo embrionale. 
La scoperta che anche nei mammiferi la differenziazione cellulare non è un pro-
cesso terminale, ma può essere modificato, apre enormi possibilità sia nell’ambi-
to della ricerca di base che in quella bio-medica e farmacologica. Quando avre-
mo capito nei dettagli come sia possibile riprogrammare l’informazione genetica
di una cellula somatica (e questo richiederà ancora molti anni di ricerca), dispor-
remo di quelle conoscenze e di quegli strumenti concettuali che ci permetteranno
di ripercorrere, passo per passo, gli eventi che portano alle trasformazioni tumo-
rali, di individuarne i meccanismi molecolari che li presiedono e guidano.
Potrebbe quindi diventare possibile un intervento terapeutico in grado di ripro-
grammare le cellule tumorali e farle “rientrare” nel sentiero differenziativo che
avevano ormai perso. La tecnica del trasferimento nucleare sviluppata dal grup-
po di Yanagimachi offre ai biologi l’opportunità di impiegare un laboratorio di
biologia cellulare e molecolare già confezionato dalla natura, l’oocita, o meglio il
citoplasma dell’oocita, per svelare in termini di cinetica dello sviluppo quegli
aspetti, e sono molti, ancora oscuri dell’interazione nucleo-citoplasmatica che
presiedono alle espressioni del genoma nel vivente.
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2

Molteplici sorgenti di cellule staminali
somatiche da adulto

Esistono due tipi di cellule staminali: le cellule staminali embrionali, isolate dalle
cellule più interne della blastocisti e capaci di generare i tre foglietti embrionali
(ectoderma, mesoderma ed endoderma), e le cellule staminali somatiche, che nel-
l’individuo adulto si trovano in vari distretti tessutali e sono preposte a generare
le cellule differenziate specifiche di quel determinato tessuto.
In base alla loro potenzialità differenziativa le cellule staminali possono essere
distinte in: totipotenti se generano cellule di tessuti embrionali ed extra-embrio-
nali, pluripotenti se generano cellule di tutti i tessuti embrionali, multipotenti se
generano sottogruppi di linee cellulari, oligopotenti se generano sottogruppi
ristretti di linee cellulari, unipotenti se generano un solo tipo di cellule mature.
Secondo le conoscenze biologiche classiche la cellula staminale somatica è quel-
la cellula capace di rinnovare le cellule del suo stesso tessuto di appartenenza,
andate distrutte per il ricambio fisiologico o a seguito di un danno tessutale. Le
sue caratteristiche biologiche essenziali sono:
1) la capacità di autorinnovarsi;
2) la capacità di trasferire il proprio patrimonio genetico a tutte le cellule figlie

(clonogenicità);
3) la capacità di dare origine ad una popolazione cellulare costituita da progeni-

tori, che sono commissionati verso una determinata linea cellulare e hanno
perso la capacità di autorinnovarsi, e da cellule con vari livelli di differenza-
zione sino agli elementi maturi. 

Le cellule staminali somatiche possono essere distinte l’una dall’altra in base ai
tessuti da cui vengono raccolte. L’elenco delle cellule staminali tessuto-specifiche
sinora identificate comprende cellule di origine ectodermica (cellule staminali
cutanee, dei follicoli piliferi, del tessuto nervoso), mesodermica (cellule stamina-
li ematopoietiche, mesenchimali, del cordone ombelicale, del muscolo scheletri-
co, del muscolo cardiaco) endodermica (cellule staminali delle isole pancreatiche,
cellule ovali del fegato). Come già affermato, la loro primaria direzione di diffe-
renziazione è diretta nell’ambito del tessuto di appartenenza (Tab. 1).
Recentemente, è stato però dimostrato che alcune cellule staminali somatiche
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possono differenziare al di fuori del loro tessuto di origine; ad esempio cellule
staminali del midollo osseo possono dar origine a cellule endoteliali, epatiche,
muscolari, nervose; alternativamente, cellule staminali del fegato, del muscolo o
del tessuto nervoso possono dar origine alle cellule del sangue.
Le cellule staminali adulte più studiate sono quelle che hanno sede nel midollo
osseo. Nell’ambito di tale popolazione cellulare è possibile distinguere:
1) cellule staminali ematopoietiche, la cui esistenza è provata dalla ricostituzione
ematologica dopo chemioterapia mieloablativa, presentano fenotipo
CD34+CD38- e CD34-CD38-, in coltura formano colonie e in vivo danno origi-
ne alle varie linee maturative ematiche;
2) cellule staminali mesenchimali, che in coltura crescono come cellule aderenti
e hanno una sopravvivenza definita, in risposta ad appropriati stimoli si differen-
ziano in osteoblasti, condroblasti e adipociti, sono sempre CD45- ma non pre-
sentano un fenotipo caratteristico. 
Ultimamente ha richiamato particolare attenzione l’osservazione della possibilità
che alcune cellule staminali somatiche nell’adulto possano avere proprietà simili
a quelle delle cellule staminali embrionali. Mentre sino ad ora non esiste la prova
sicura che queste cellule esistano nei tessuti normali, cellule staminali adulte mul-
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Tab. 1 - Cellule staminali somatiche nell’uomo adulto e loro primaria direzione di differenziazione.

Tipo cellulare Localizzazione tessuto-specifica Cellule o tessuti prodotti

C.s. ematopoietiche Midollo osseo, sangue periferico C. linfoemopoietiche
midollari e del sangue

C.s. mesenchimali Midollo osseo, sangue periferico Osso, cartilagine, tendine,
tessuto adiposo, muscolo, stroma
midollare, c. neurali

C.s. neurali C. ependimali, astrociti (zona sub- Neuroni, astrociti, oligodendrociti
ventricolare) del SNC

C.s. epatiche Piccoli dotti terminali biliari C. ovali che generano 
(canali di Hering) epatociti e c. duttali

C.s. pancreatiche C. intrainsulari, c. ovali, C. beta
c. duttali

C.s. muscolo sche- Fibre muscolari Fibre muscolari scheletriche
letrico o c. satelliti 

C.s. cutanee Strato basale dell’epidermide, Epidermide, follicoli piliferi
(cheratociti) bulbo dei follicoli piliferi

C.s. epiteliali C. basali e mucipare della trachea, C.ciliate e mucose, pneumo-
del polmone C. bronchiolari di Clara, pneumo- citi di I e II tipo

citi alveolari di II tipo

C.s. epitelio C. epiteliali localizzate attorno C. di Paneth, enterociti con 
intestinale alla base di ogni cripta borbo a spazzola, c.a calice,

c. eteroendocrine dei villi
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tipotenti sono state trovate dopo coltura di elementi stromali del midollo osseo
per un lungo periodo di tempo e in particolari condizioni; si tratterebbe quindi di
un tipo particolare di cellule stromali mesenchimali (Jiang et al., 2002). è stato
segnalato che queste cellule progenitrici adulte multipotenti (multipotential adult
progenitor cells, MAPCs) sono in grado di generare molti tipi cellulari, sia in
vitro che in vivo, dopo iniezione nella blastocisti embrionale del topo. MAPCs
sono state isolate dal midollo osseo sia del topo che dell’uomo; in parecchi labo-
ratori sono allo studio le condizioni per la loro differenziazione in specifici tipi
cellulari, comprendenti tessuti di derivazione ecto- meso- ed endo-dermica. Se
queste ricerche avranno successo, tali cellule troveranno un largo impiego nel-
l’ambito della medicina rigenerativa, per riparare un ampio spettro di danni tes-
sutali.
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3

Riprogammazione genetica
di cellule somatiche differenziate:
i citoplasti naturali e artificiali.
Definizione di plasticità differenziativa:
i geni stemness

La biologia dello sviluppo vive oggi un periodo particolarmente felice. La gene-
tica e la biologia cellulare che tanto avevano tratto dagli studi di embriologia,
riportano ora a questa disciplina un bagaglio di conoscenze e tecniche che per-
mettono agli embriologi di affrontare e, molto probabilmente, di risolvere quesi-
ti che per decenni sono rimasti senza risposta. Tra questi, fin dal secolo scorso, il
più avvincente riguarda le modalità con cui avviene il processo di differenzia-
mento cellulare durante l’embriogenesi. In particolare:
1) quali sono i meccanismi e le molecole che inducono una cellula indifferen-

ziata verso una via differenziativa piuttosto che un’altra?
2) il processo di differenziamento è terminale oppure la cellula può ritornare allo

stato iniziale di totipotenza?
Il novecento è stato caratterizzato da grandi scoperte che hanno costituito un
momento di svolta nell’ambito delle conoscenze embriologiche. Dopo quasi un
secolo di ricerche conosciamo meglio le dinamiche del differenziamento cellu-
lare anche se ci sfuggono ancora quelle dello sviluppo dell’embrione. Lo zigo-
te, formatosi dalla fusione dello spermatozoo con la cellula uovo, è la prima cel-
lula che costituisce il nuovo individuo. Questa cellula possiede tutte le informa-
zioni, a livello nucleare e citoplasmatico, necessarie a dare inizio allo sviluppo
dell’embrione. Con il procedere dello sviluppo, le cellule iniziano a differen-
ziarsi, cioé ad assumere caratteristiche e funzioni diverse e parallelamente l’or-
ganizzazione dell’embrione diventa sempre più complessa. Il cambiamento nel
numero e nella tipologia dei geni che si esprimono in ogni fase temporale dello
sviluppo porta dapprima alla determinazione del destino differenziativo delle
cellule e in momenti successivi alla loro effettiva differenziazione, ai diversi tipi
cellulari che compongono l’organismo adulto. In alcuni tessuti dell’adulto per-
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marranno comunque cellule che non andranno mai incontro al processo di deter-
minazione e differenziamento, mantenendo capacità di rinnovo di tipo embrio-
nale. Queste ultime costituiscono le cellule staminali, cellule in grado di sosti-
tuire quelle differenzianti nei tessuti caratterizzati da un alto ricambio cellulare
causato da processi di continuo differenziamento (ad esempio, le cellule germi-
nali maschili dell’epitelio seminifero o le cellule del tessuto ematopoietico) o da
processi di continua morte cellulare (ad esempio nell’epidermide). Le cellule
staminali sono pluripotenti, mantengono cioé capacità proliferative durante tutta
la vita dell’individuo e si dividono asimmetricamente, con una delle due cellu-
le figlie che rimane di tipo staminale e l’altra che inizia il processo differenzia-
tivo. Nei mammiferi, le cellule staminali pluripotenti sono presenti nella massa
di cellule del nodo embrionale della blastocisti nelle fasi preimpianto, nell’em-
brione e nel feto durante lo sviluppo e si ritrovano anche nell’individuo adulto.
Con il procedere dello sviluppo embrionale e fetale il numero di cellule stami-
nali si riduce nell’individuo adulto sono presenti solo in alcuni precisi distretti
tissutali. 
Dall’embrione preimpianto allo stadio di blastocisti si possono isolare le cellule
del nodo embrionale e coltivarle fino ad ottenerne migliaia, le cosidette cellule
embrionali staminali (ES cells, Embryonic Stem cells) la cui caratteristica princi-
pale è l’elevata capacità di differenziarsi in qualsiasi altro tipo cellulare. Cellule ES
di topo sono state differenziate in vitro in cellule epiteliali, muscolari, nervose o
pancreatiche. Di recente, un gruppo di ricercatori dell’Università di Bonn e del
National Institute of Neurological Disorders and Stroke negli Stati Uniti è riusci-
to a differenziare delle cellule ES in cellule della glia, un tipo di cellula nervosa
che produce lo strato di mielina che ricopre le fibre nervose. Queste cellule, quan-
do trasferite nel cervello di topi deficienti per la produzione di mielina, sono state
capaci di esprimere una normale attività sintetica di questa proteina. Un altro grup-
po di ricercatori della Washington University School of Medicine in St. Louis ha
prodotto, sempre a partire da cellule ES, delle cellule nervose immature che se tra-
sferite nella spina dorsale danneggiata di ratti, ne ristabiliscono le normali funzio-
ni. Analoghi tentativi sulle scimmie e su alcuni pazienti (compiuti ad Harvard dal
neurobiologo Evans Snyder) fanno ritenere non lontano nel tempo la possibilità di
riparare motoneuroni con la riacquisizione delle funzioni deambulatorie. è recen-
te la notizia dell’isolamento e coltura di cellule ES ottenute da blastocisti umane
al quattordicesimo giorno di sviluppo. Le blastocisti provengono dalle cliniche di
fecondazione in vitro e sono embrioni in eccesso che non sono stati trasferiti nel-
l’utero della madre, ma con il consenso dei genitori utilizzate per la ricerca. Uno
studio successivo ha anche dimostrato le potenzialità che hanno le cellule ES
umane di differenziarsi, come quelle di topo, in altri tipi cellulari. 
Nell’embrione postimpianto e poi nel feto sono ancora molte le cellule staminali
presenti, anche se difficile è il loro isolamento. Tra le più studiate sono sicura-
mente le cellule germinali primordiali (PGC, Primordial Germ Cells) che rappre-
sentano lo stadio di differenziamento che precede la formazione delle gonadi. Le
PGC fanno la loro comparsa, nell’embrione di topo e umano, alla 1a e 3a setti-
mana di sviluppo rispettivamente. Se isolate dall’embrione queste cellule sono in
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grado di moltiplicarsi e produrre cellule pluripotenti dette EG (Embryonic Germ
cells) in grado, come le cellule ES, di differenziarsi in quasi tutti i tipi cellulari
presenti nell’individuo adulto. La loro difficile reperibilità ne ostacola però forte-
mente il possibile impiego quale sorgente di reagente biologico utile nel tratta-
mento terapeutico di tante patologie.
Nell’individuo adulto si trovano cellule staminali in diversi distretti tissutali dif-
ferenziati: nel midollo spinale, nell’epitelio seminifero della gonade maschile,
nella retina, negli epiteli, nel cervello. Se le cellule staminali di ciascuno di que-
sti distretti vengono isolate e opportunamente coltivate è possibile espanderle di
numero e differenziarle nel tipo cellulare specifico del distretto tissutale da cui
derivano o anche transdifferenziarle ottenendo così, ad esempio, cellule del san-
gue a partire da cellule staminali del tessuto nervoso. Il gruppo diretto da Angelo
Vescovi ha differenziato cellule muscolari a partire da cellule staminali neurona-
li. è chiaro che disporre di un reagente biologico quale le staminali, da differen-
ziare nei diversi tipi cellulari, apre nuovi scenari terapeutici: patologie ora poco
trattabili, quali l’Alzheimer, il Parkinson, l’infarto, il diabete e molte altre potreb-
bero essere affrontate con maggior successo grazie alla sostituzione dei tessuti
danneggiati.
Le cellule staminali adulte sono purtroppo di difficile reperibilità, poiché nume-
ricamente molto scarse; inoltre non possono essere coltivate a lungo, poiché dopo
alcune divisioni cellulari, tendono a perdere le caratteristiche di pluripotenzialità.
Diversamente, le cellule ES possono essere mantenute in coltura per moltissimi
cicli di divisione, addirittura per più di dieci anni, senza perdere di pluripotenzia-
lita’. 
Una via alternativa per ottenere cellule staminali è il loro isolamento dal cordone
ombelicale. Va comunque ricordato che le limitazioni numerica e fisiologica si
presentano anche in questo caso, sebbene in minor misura.

Reversibilità del programma differenziativo

Accanto a queste sorgenti fisiologiche di cellule staminali, negli ultimi tre anni,
se ne è aggiunta un’altra molto promettente basata sulla possibilità di modificare
il programma genetico delle cellule differenziate. Questa nuova possibilità si è
sviluppata a partire dal 1997 quando sono stati pubblicati i risultati di alcune
ricerche che dimostrano come il programma genetico di nuclei di cellule termi-
nalmente differenziate può essere modificato fino ad una sua completa ripro-
grammazione. I ricercatori Willmut e Campbell, nella pecora, e successivamente
Yanagimachi e collaboratori, nel topo, hanno stabilito con chiarezza che il nucleo
di cellule somatiche terminalmente differenziate, quando trasferito nel citoplasma
di una cellula uovo, viene riprogrammato ed è capace di iniziare lo sviluppo
embrionale e di portare alla nascita di un nuovo individuo. Dal punto di vista
genetico il nuovo individuo è una “copia genomica” del donatore della cellula
somatica impiegata per il trasferimento nucleare e quindi possiamo definirlo un
clone genetico.
Rimangono oscuri quali siano i meccanismi e le molecole coinvolte in questo pro-
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cesso di deprogrammazione e riprogrammazione del genoma della cellula soma-
tica dopo il suo trasferimento nell’ooplasma. È però chiaro, come dimostarto da
Kikyo e Wolffe, che la riprogrammazione comporta modificazioni nella compo-
sizione proteica della fibra di DNA, modificazioni capaci di determinare varia-
zioni regolative della attività di espressione genica: la cromatina si decondensa,
la struttura a nucleosomi si destabilizza per la sostituzione degli istoni somatici
H1 con la loro variante oocitaria B4 e la dissociazione dalla fibra di DNA delle
proteine regolatrici.

Attivazione del genoma embrionale

Un aspetto importante che ci aiuta nel definire i tempi in cui avvengono le modi-
ficazioni delle funzioni del genoma della cellula somatica, successivamente al
suo trasferimento nel citoplasma della cellula uovo, riguarda le modalità ed i
tempi di attivazione dei geni embrionali. In tutti i mammiferi le prime fasi dello
sviluppo embrionale a partire dallo zigote avvengono grazie agli RNA messag-
geri (mRNA) e alle proteine di origine materna presenti nel citoplasma dell’ooci-
ta e prodotti durante l’oogenesi. mRNA e proteine materne si esauriscono col pro-
cedere dello sviluppo embrionale mentre parallelamente inizia la sintesi di
mRNA da parte dell’embrione. L’attivazione del genoma embrionale (ZGA,
Zygotic Genome Activation) avviene durante lo sviluppo preimpianto in momen-
ti diversi nelle diverse specie di Mammifero. Nel topo lo ZGA avviene a partire
dall’embrione a 2 cellule, nell’embrione umano a partire da 4 cellule, nel coni-
glio e nella pecora a 16/32 cellule. Se l’embrione non esprime correttamente i
geni embrionali entro questi tempi non potrà proseguire lo sviluppo. Ad esempio,
lo zigote di topo ottenuto con il trasferimento di un nucleo somatico deve neces-
sariamente avere il nuovo programma genetico attivo allo stadio di 2 cellule per
procedere correttamente nello sviluppo embrionale. Ne consegue che per la com-
prensione dei meccanismi e delle molecole coinvolti nel processo di de-differen-
ziazione e riprogrammazione del genoma dei nuclei somatici, gli studi devono
essere effettuati nelle primissime fasi dello sviluppo embrionale preimpianto, nei
momenti immediatamente successivi al trasferimento dei nuclei somatici negli
oociti enucleati.

Fattori importanti per la riprogrammazione
del genoma del nucleo trasferito

Tra i diversi fattori coinvolti nelle prime fasi che seguono il trasferimento del
nucleo somatico nell’ooplasma, sicuramente importanti sono il grado di ploidia
del genoma (il contenuto in DNA) ed il momento del ciclo cellulare in cui si trova
il nucleo trasferito. Si è notato, ad esempio, che il trasferimento di nuclei nella
fase G0 del ciclo cellulare facilita lo sviluppo preimpianto, aumentando il nume-
ro di blastocisti ottenute.
Quali sono i meccanismi molecolari ad oggi conosciuti in grado di regolare l’e-
spressione del genoma negli embrioni preimpianto di Mammifero?
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Modificazioni epigenetiche: regole e vincoli alle potenzialità del genoma

Sebbene nella maggior parte delle cellule il contenuto in DNA (le dimensioni del
genoma) e le sequenze del DNA rimangano invariate col procedere dello svilup-
po embrionale, il repertorio di geni che viene espresso in un dato tipo cellulare
e in un dato momento del ciclo cellulare è limitato e specifico per ogni tipo cel-
lulare. L’espressione del genoma embrionale viene regolata e limitata da una
serie di meccanismi di tipo epigenetico quali la metilazione del DNA, l’organiz-
zazione della cromatina e l’architettura nucleare. Questi meccanismi, attivi
durante la gametogenesi e le prime fasi dello sviluppo embrionale preimpianto,
sono coinvolti nel modellare e modulare le funzioni del genoma. Cambiamenti
in uno o più di questi regolatori epigenetici determinano modificazioni nell’e-
spressione genica. 

La metilazione del DNA

La regolazione dell’espressione di molti geni è dipendente dalla presenza/assen-
za di citosine metilate lungo la sequenza del DNA del gene. La metilazione è
associata ad importanti eventi nello sviluppo embrionale quali l’inattivazione del
cromosoma X nelle femmine di Mammifero e nel fenomeno dell’imprinting,
processo che consiste in una marcatura differenziale dei genomi paterno e mater-
no durante la gametogenesi così che l’espressione di alcuni geni dipende dalla
loro origine parentale. Il gamete maschile e quello femminile, differenzialmen-
te metilati al momento della fecondazione, hanno una diversa organizzazione
della cromatina.
I geni costitutivi (quelli che si esprimono in tutti i tessuti) sono demetilati in
entrambi i gameti e si mantengono demetilati durante tutte le fasi dello svilup-
po preimpianto; al contrario, i geni tessuto specifici sono fortemente metilati
nello spermatozoo e meno metilati nell’oocita e vanno incontro ad una genera-
le demetilazione durante lo sviluppo preimpianto, per poi essere nuovamente
metilati successivamente all’impianto. Questo processo di demetilazione pare
necessario per ristabilire uno stato di pluripotenzialità prima dell’inizio della
determinazione e differenziazione cellulare che prende il via con la gastrula-
zione, subito dopo l’impianto, ed è contemporaneo ad una estesa de novo meti-
lazione. La presenza di citosine metilate è in grado di modificare la conforma-
zione della cromatina così da facilitare o impedire il legame con fattori o inibi-
tori della trascrizione.

L’organizzazione della cromatina nello spermatozoo,
nell’oocita e nell’embrione preimpianto

L’organizzazione della cromatina cambia durante le gametogenesi maschile e
femminile e nel corso delle prime fasi dello sviluppo dell’embrione. Nel gamete
maschile gli istoni vengono sostituiti dalle protamine (necessarie a garantire l’al-
ta condensazione della cromatina nella testa dello spermatozoo) durante la sper-
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mioistogenesi; queste ultime vengono sostituite a loro volta con proteine istoni-
che quando lo spermatozoo è penetrato all’interno del gamete femminile durante
la decondensazione della cromatina e la formazione del pronucleo.
Durante l’oogenesi, la cromatina si organizza secondo un’architettura ben preci-
sa che permette di identificare due tipi di oociti presenti nel compartimento
antrale dell’ovario. Questi oociti sono stati denominati SN (Surrounded
Nucleolus) ed NSN (Not Surrounded Nucleolus) per la presenza o assenza
rispettivamente di un anello di cromatina attorno al nucleolo e per una cromati-
na fortemente condensata o dispersa nel nucleo. La differenza tra i due tipi di
oociti non è solo morfologica ma è anche funzionale poiche’ correlata ad una
diversa attività genica ed alla possibilità di proseguire (SN) o meno (NSN) nello
sviluppo embrionale dopo la fecondazione: solo il tipo SN è in grado di com-
pletare lo sviluppo preimpianto.
Dopo la fecondazione, l’organizzazione della cromatina dei gameti maschile e
femminile va incontro ad importanti fenomeni di rimodellamento. Nell’embrione
preimpianto, la nuova organizzazione della cromatina regola l’espressione geni-
ca consentendo una prima ondata di attivazione di geni embrionali a partire dalla
fase terminale (G2) del primo ciclo cellulare ed una espressione genica qualitati-
vamente e quantitativamente più consistente nella fase G2 del secondo ciclo cel-
lulare, nell’embrione a 2 cellule.

L’architettura del genoma

I cromosomi all’interno del nucleo non sono disposti in maniera casuale, ma
occupano precise regioni che variano con il ciclo cellulare così da definire un
contesto dinamico che si ripete ad ogni ciclo cellulare. Ciò è stato dimostrato uti-
lizzando una tecnica di ibridazione in situ chiamata “chromosome painting”, che
permette di evidenziare tutto un singolo cromosoma con sonde fluorescenti. Se
un cromosoma o una sua porzione viene ad essere spostata dal proprio dominio
spaziale (ad esempio in presenza di traslocazioni cromosomiche), allora anche
l’espressione dei geni di quella porzione può cambiare.
Cosa accade ad un nucleo di una cellula somatica quando viene trasferito all’in-
terno dell’ooplasma? Le caratteristiche particolari di metilazione, organizzazione
della cromatina e architettura del genoma vengono mantenute o variate? La com-
parazione tra lo status epigenetico del genoma di uno zigote ottenuto normal-
mente dalla fecondazione di uno spermatozoo e di un oocita con quello di uno
zigote ricostituito (ottenuto in seguito al trasferimento nucleare) permette di
cogliere quali siano le condizioni necessarie per il proseguimento dello sviluppo
embrionale. In questo modo è possibile definire con precisione quali siano i
requisiti di metilazione, organizzazione della cromatina e architettura nucleare
necessari al corretto sviluppo dell’embrione ed anche quali siano le modificazio-
ni “tollerate” o “tollerabili”. Sarà proprio la comprensione di questi “confini” epi-
genetici entro i quali il genoma si esprime correttamente a definire l’ambito di
possibili interventi sperimentali (nella ricerca di base) e terapeutici (nelle appli-
cazioni biomediche).
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Riprogrammazione terapeutica delle funzioni del genoma

La comprensione dei meccanismi che intervengono nel differenziamento cellu-
lare e nei processi che lo rendono reversibile apre non solo vasti scenari di cono-
scenza, ma ancor più vaste possibilità applicative in ambito biomedico e farma-
cologico. è così possibile prevedere la possibilità di ottenere in vitro la de-diffe-
renziazione di una cellula somatica prelevata da un individuo adulto e poi di gui-
darne la re-differenziazione per ottenere un tipo cellulare nuovo in grande quan-
tita’, ritrasferibile nel corpo dell’individuo oppure coltivabile fino all’otteni-
mento di una popolazione omogenea e potenzialmente in grado di progredire
nelle fasi successive dell’istogenesi e dell’organogenesi. O ancora, la possibilità
di indurre cellule quiescenti a riacquisire funzioni utili in un organismo diffe-
renziato o di modificare i meccanismi della progressione neoplastica fino alla
completa reversione del tumore ed alla riprogrammazione delle attività normali
della cellula. 
La più promettente applicazione in ambito biomedico delle tecniche di ripro-
grammazione delle funzioni del genoma è certamente quella della produzione di
popolazioni cellulari o di veri e propri tessuti da trapianto differenziati ad hoc.
Per le diverse patologie si può prevedere di differenziare in vitro i tipi cellulari
necessari per la terapia da attuare. Questa via, sebbene ancora non praticabile in
tutte le sue tappe, sicuramente offre una prospettiva per i milioni di pazienti affet-
ti da patologie degenerative o croniche la cui incidenza nella popolazione è estre-
mamente elevata. 
Le cellule staminali ES e quelle EG sono in grado, in specifiche condizioni di col-
tura, di generare nuovi tipi cellulari differenziati. L’impiego terapeutico di questi
tipi cellulari è però ostacolato da almeno due grandi difficoltà. La prima è costi-
tuita dalla difficile reperibilità di cellule staminali dall’adulto e dal fatto che le
cellule ES possono esser isolate solo da embrioni, con conseguenti problemi di
natura etica. La seconda è legata ad eventuali incompatibilità immunologiche nel
trapianto di questi nuovi tessuti. Questo secondo problema può essere risolto
impiegando cellule staminali del paziente da curare, quando si riescano ad otte-
nere, oppure utilizzando campioni di cellule del cordone ombelicale congelate
alla nascita. 
Una strategia completamente diversa è quella di associare le tecniche del trasfe-
rimento nucleare con le metodiche impiegate per il differenziamento delle cel-
lule staminali. è chiaro che anche questa strategia richiede l’uso di oociti, con
ciò incontrando sia i problemi di natura etica legati all’impiego ed alla donazio-
ne di gameti sia quelli relativi alla salute della donna donatrice di oociti.
L’impiego di cellule uovo di altre specie risultata incoraggiante; Tanja Dominko
ha dimostrato che il citoplasma dell’oocita di bovino è in grado di determinare
la proliferazione cellulare del nucleo di cellule somatiche di ratto, maiale, ariete
e scimmia sino alla formazione della cavità del blastocele. I risultati di questi
lavori rendono chiaro che i meccanismi e le molecole che regolano i primi stadi
dello sviluppo embrionale e la precoce differenziazione cellulare sono evoluti-
vamente conservati.
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In questa prospettiva è quindi prioritario il proseguimento della ricerca in model-
li animali sui meccanismi e sulle molecole che governano i fenomeni di de-pro-
grammazione e ri-programmazione. Ad oggi, i fattori che più efficacemente sti-
molano la riprogrammazione del nucleo somatico e che specificano funzional-
mente le cellule staminali sono scarsamente conosciuti. Tra i pochi noti, l’e-
spressione della fosfatasi alcalina, del fattore di crescita GDF-3, di trascrizione
OCT-4, di repressione Genesis, la comparsa delle proteine del gruppo Polycomb
e di quelle capaci di legare le isole CpG metilate. Lo scopo di queste ricerche è
quello di giungere a riprogrammare in vitro i nuclei delle cellule somatiche in
assenza del gamete femminile impiegando citoplasti artificiali. Questa strategia
di ricerca è fortemente auspicata nel rapporto della commissione di studio sul-
l’uso delle cellule staminali per finalità terapeutiche, presieduta dal Nobel
Renato Dulbecco, di recente istituita dal Ministro della Sanità Prof. Umberto
Veronesi. Nel rapporto Dulbecco, la commissione, recepiti i più recenti avanza-
menti delle conoscenze scientifiche nel settore della biologia delle cellule sta-
minali e dopo aver valutato le proposte del rapporto Donaldson
(www.doh.gov.uk) per la ricerca sulle cellule staminali, ha sottolineato il fatto
che il sostegno alla ricerca sul differenziamento cellulare al fine di ottenere cel-
lule e tessuti è centrale per lo sviluppo delle politiche sanitarie basate sulla medi-
cina ricostruttiva. Si pensi che solo negli USA circa 60 milioni di persone pre-
sentano patologie del sistema cardiovascolare (9,5 in Italia), più di 15 sono affet-
te da diabete (2,1), 10 dalla osteoporosi (2,2), più di 4 dall’Alzheimer (0,5) e più
di 2 dal Parkinson (0,04). 
La ricerca sulle vie di produzione delle cellule staminali ed in particolare il loro
impiego nella terapia (altri se ne potrebbero indicare, impiego per saggi di eco-
tossicologia, di dinamica farmacologica, etc.) costituirà inoltre un vero e proprio
Eldorado per le imprese mercantili considerando la loro potenziale efficacia in un
contesto di terapia cellulare/tissutale per la sostituzione di cellule o tessuti dan-
neggiati o non funzionanti nella prospettiva di superare il tradizionale trapianto di
organo da cadavere. Si pensi alla ricostruzione del midollo spinale danneggiato
da traumi fisici o del tessuto cardiaco dopo infarto, alle malattie infiammatorie di
natura sistemica (sindrome di Sjögren), grazie alla sostituzione delle cellule delle
ghiandole salivari atrofiche o a quelle muscolo-scheletriche (displasia ossea,
malattie progressive delle giunzioni ossee, osteogenesis imperfecta, miopatie pri-
mitive) ed ancora alle malattie degenerative della retina, della cornea e dell’ap-
parato uditivo, i cui tessuti siano danneggiati per cause genetiche o traumatiche
ed infine alle malattie degenerative del sistema nervoso (Alzheimer, morbo di
Parkinson, malattia di Huntington, sclerosi laterale amiotrofica). Fattore cruciale
per il successo di tutte queste terapie è la quantità di cellule necessarie per tratta-
re un paziente: il materiale embrio/fetale di 5-6 aborti permette la raccolta di un
numero di staminali neuronali utili al recupero funzionale (dai 2 ai 5-6 anni) di
un solo paziente parkinsoniano. Questi numeri dicono chiaramente che altre fonti
di staminali sono necessarie, in attesa di giungere a riprogrammare in vitro i
nuclei somatici: è dovere della ricerca accademica e della impresa chimico-far-
maceutica trovarle.
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4

Caratterizzazione biologica delle cellule
del cordone ombelicale: Cellule staminali
somatiche di origine fetale

Il trapianto allogenico (o da donatore) di cellule staminali (CS) derivate da midol-
lo osseo (MO), sangue periferico (SP) o cordione ombelicale (CO) è attualmente
utilizzato per la terapia di pazienti con emopatie maligne, aplasie, alcune immu-
nodeficienze congenite ed alcune malattie metaboliche. Uno dei maggiori limiti
all’utilizzo delle CS allogeniche è costituito dalla necessità di reperire un dona-
tore idoneo. Anche se allo stato attuale quasi due milioni di donatori di CS da MO
o SP sono iscritti ai Registri Internazionali, il 50% dei candidati al trapianto non
riesce a trovare un donatore pienamente compatibile per i diversi loci del sistema
maggiore di istocompatibilità HLA. Inoltre, molti gruppi etnici sono scarsamen-
te rappresentati nei registri dei donatori. 
In questo contesto, nella prima metà degli anni ’90 sono sorti contemporanea-
mente a New York, Dusseldorf e Milano tre programmi di raccolta di CS da CO
(da qui in poi denominate CS-CO) tipizzate per il sistema HLA e disponibili per
il trapianto.
Il razionale biologico di questa iniziativa risiedeva in una serie di studi condotti
alla fine degli anni ’80 che avevano dimostrato la presenza di CS nel CO
(Broxmeyer at al., PNAS 1989) e la loro capacità di rigenerare una ematopoiesi
completa nei riceventi pediatrici sottoposti a mieloablazione. Il primo paziente
trapiantato con CS-CO, affetto da anemia di fanconi, venne trapiantato il 6 otto-
bre 1988 da una equipe mista franco-statunitense (Gluckman et al., NEJM 1989).
Il successo clinico di questo caso fu la prova di principio della possibilità di usare
le CS-CO per la terapia dei pazienti pediatrici. 
Lo sviluppo delle banche di CS-CO ha quindi permesso negli anni ’90 e all’ini-
zio del nuovo secolo di intensificare l’uso di questa risorsa, e recenti review indi-
cano in oltre 3500 i riceventi di trapianti di CS-CO, in larga maggioranza pazien-
ti pediatrici (Cohen e Nagler, Blood Rev 2004) ed in oltre 70,000 le unità di CS-
CO tipizzate e disponibili per l’uso clinico (Benito et al., Bone Marrow Transpl
2004). 
L’intenso uso clinico delle CS-CO ha permesso di identificare una finestra di
opportunità cliniche differente rispetto alle CS da MO o SP. La natura “naive” dei
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linfociti presenti nel CO ha infatti consentito l’utilizzo delle CS-CO con una
incompatibilità HLA più ampia (1-2 antigeni) rispetto alle CS da MO o SP, senza
incorrere in incidenze di malattie da trapianto contro ospite (GVHD) più signifi-
cative. Studi immunologici hanno inoltre evidenziato come questi stessi linfociti
presenti nel CO possano essere attivati nel corso del trapianto in modo da indur-
re una significativa attività di trapianto contro leucemia (GVL). 
Il rovescio della medaglia, emerso soprattutto nella valutazione degli oltre 500
trapianti sjn qui effettuati nei pazienti adulti, è dovuto all’esiguo numero di CS
presenti in una singola unità di CS-CO. I tempi di attecchimento delle filiere mie-
loidi, eritroidi e soprattutto megacariocitaria risultano infatti significativamente
dilazionati rispetto a quanto osservato nei pazienti adulti trapiantati con CS da
MO o SP (Takahashi et al, Blood 2004).
Allo stato attuale, dunque, la ricerca clinica sull’utilizzo delle CS-CO si incentra
sulla necessità di superare la barriera costituita dal limitato numero di CS. Due
sono le principali strategie in atto: da una parte si cerca di espandere ex vivo le
CS mediante esposizione a fattori di crescita (SCF, FL, TPO, etc.) e/o linee cel-
lulari (principalmente endoteliali o mesenchimali) con funzione di sostegno alla
proliferazione delle CS. Dall’altra si considera la possibilità di utilizzare contem-
poraneamente più unità di CS-CO. 
Gli studi preclinici e clinici delle procedure di espansione ex vivo delle CS-CO
hanno fin qui dato risultati non conclusivi, soprattutto perchè non è chiaro il
potenziale di attecchimento a lungo termine delle cellule poste in coltura
(Mazurier et al., Ann NY Acad Sci 2003). Allo stesso modo, alla luce dei primi
studi clinici, non è ancora chiaro se l’utilizzo di più unità di CS-CO sia associa-
to ad un beneficio in termini di velocità di attecchimento delle diverse filiere emo-
poietiche o attività GVL (Barker e Wagner, Nat Rev Cancer 2003). Di particola-
re interesse appare dunque la recente osservazione dell’aumento del potenziale di
attecchimento delle CS emopoietiche conseguente alla modulazione della pepti-
dasi CD26 (Christopherson et al., Science 2004). 
La particolare natura delle CS-CO, che le pone in qualche modo a cavaliere tra le
CS di derivazione embrionale e le CS dell’adulto, lascia anche intravedere degli
utilizzi clinici in grado di sfruttarne le capacità proliferative e di plasticità. Poiché
su base mondiale appare chiara la necessità di accedere a nuove sorgenti di cel-
lule mature del sangue per uso trasfusionale, diversi gruppi hanno studiato la pos-
sibilità di usare le CS-CO per la produzione ex vivo di globuli rossi. Popolazioni
di cellule CD34+ del CO sono state espanse in vitro verso la filiera eritroide otte-
nendo una espansione quasi uni-linea di eritroblasti. Queste cellule, iniettate in
diversi modelli di topi immunodeficienti, hanno permesso la proliferazione e la
differenziazione terminale in globuli rossi maturi e funzionali (Neidez-Nguyen et
al., Nat Biotechnol 2002). Resta ancora da valutare la fattibilità su larga scala di
questo approccio potenzialmente molto interessante dal punto di vista clinico.
Un altro campo di particolare interesse è rappresentato dalle malattie neurologi-
che ed in particolare da quelle su base ischemica. Le CS-CO possiedono una par-
ticolare plasticità che le rende capaci di generare (sia ex vivo che in vivo) cellule
mature del sistema emopoietico, endoteliale e nervoso (McGukin et al., Exp Cell
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Res 2004). In questo contesto, si è recentemente osservato che l’inoculo di cellu-
le CD34+ del CO può portare al recupero funzionale in un modello murino pre-
clinico di ictus. In questo modello, infatti, le CS-CO hanno indotto una significa-
tiva vasculogenesi e neurogenesi e permesso la ricostituzione di diversi tessuti
corticali (Peterson, J Clin Invest 2004). Risultati similmente interessanti sono
stati ottenuti utilizzando le CS-CO per la terapia delle ischemie indotte agli arti
di diversi modelli preclinici (Kawamoto et al Cardiovasc Radiat Med 2002) e per
la terapia di alcune patologie oculari, dove le cellule CD34+ del CO hanno con-
tribuito alla rivascolarizzazione corneale (Cogle et al., Blood 2004). Resta tutta-
via da valutare . a livello clinico - quanto possa essere superata la barriera costi-
tuita dal sistema di istocompatibilità HLA. 
Un aspetto invece ancora controverso è la presenza nel CO di CS capaci di diffe-
renziarsi in senso mesenchimale. Alcuni autori hanno escluso la capacità diffe-
renziativa in tal senso delle CS-CO, ma un gruppo è recentemente riuscito ad otte-
nere una proliferazione di in senso osteogenico e condrogenico (Bieback et al.,
Stem Cells, 2004) delle CS da CO. 
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5

Linee di cellule staminali derivate
da villi corionici umani e liquido amniotico:
una nuova prospettiva di terapia cellulare

Nell’adulto è chiara la possibilità di ricavare le cellule staminali dal midollo osseo,
ma chiare dimostrazioni fanno pensare che in realtà queste cellule siano ubiquita-
rie e siano alla base della riparazione nei singoli tessuti [A. Atala, R.P.Lanza, in
“Methods of Tissue Engineering” Academic Press 2001, Gussoni E et al. Nature.
1999 Sep 23; 401(6751): 390-4, Pittenger MF et al. “Multilineage potential of
adult human mesenchymal stem cells”. Science. 1999 Apr 2; 284 (5411): 143-7].
Fonte alternativa alle cellule staminali di tipo adulto è rappresentata dalle cellule
staminali embrionali, caratterizzate da una elevatissima capacità di replicazione
mantenendo inalterata la loro potenzialità differenziativa [Weissman Science 287:
1442, 2000]. Diversi ordini di problemi impediscono l’uso di queste cellule nella
pratica clinica. Tali cellule infatti, per poter essere coltivate in vitro abbisognano
di “feeder layer” da cui nutrirsi; proliferano indefinitivamente in vitro e formano
teratomi una volta iniettate in vivo; inoltre una volta indotte alla differenziazione
solo una parte delle cellule forma il tessuto richiesto, mentre vengono formate in
percentuali diverse anche altri tipi di tessuto [Thompson T. “What is the promise
of embryonic stem cell research?” J Natl Cancer Inst. 2001 Oct 3; 93(19): 1445-
7.]. Da ultimo, limitazioni di carattere etico ne impediscono l’utilizzo clinico in
Europa. Recentemente, sangue del cordone ombelicale, già utilizzato nel trapian-
to allogenico come alternativa alla donazione di midollo osseo da parte di volon-
tari [Broxmeyer et al., Proc Natl Acad Sci USA 86: 3828, 1989], è stato visto che
potrebbe rappresentare una valida fonte di cellule staminali. Studi di Broxmeyer,
Gluckman et al. (1989) riportano che il sangue ottenuto da cordone ombelicale
(UCB) è una ricca fonte di cellule staminali e progenitori ematopoietici (HSPC) e
che, inoltre, UCB può essere utilizzato nella pratica clinica per i trapianti di cellu-
le ematopoietiche. Fino ad ora centinaia di trapianti sono stati eseguiti nel mondo,
in pazienti - per la maggior parte bambini - con differenti patologie ematologiche
e genetiche, quali leucemia linfoide e mieloide, anemia di Fanconi, anemia apla-
stica, sindrome di Hunter, talassemia tipo beta e neuroblastoma. Inoltre è stato pro-
gettato un registro internazionale per il trapianto di UCB, mentre il banking di
UCB è già in corso.
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Il prelievo dei villi coriali (villocentesi) e del liquido amniotico (amniocentesi)
sono state usate per più di vent’anni per la diagnosi prenatale di anomalie cro-
mosomiche. Si tratta di tecniche sicure, utilizzate in periodi diversi della gravi-
danza, accompagnate comunemente da una bassa morbidità e mortalita’. Tra la
10 e la 14 settimana nella diagnosi prenatale precoce si ususfruice oramai da
molti anni del prelievo dei Villi Coriali. Tecnica in realtà non priva di rischi, ma
comunque in grado di fornire cellule di tipo embrionale (fino alla dodicesima set-
timana il prodotto del concepimento viene definito appunto embrione per le carat-
teristiche peculiari che ne caratterizzano il suo sviluppo). Il liquido amniotico che
può essere teoricamente prelevato a partire dalla 12 settimana fino al termine
della gravidanza, viene normalmente prelevato tra la 14 e la 18 settimana, perio-
do nel quale il feto subisce un importante rimodellamento che ne segna i tratti
finali esterni, liberando un enorme quantità di cellule nel liquido che lo circonda;
inoltre altre cellule vengono continuamente liberate da organi e apparati in conti-
nuo contatto con il liquido amniotico, quali tratto gastro-intestinale, respiratorio
e urinario. Tali cellule, perdendo il contatto con gli stimoli differenziativi prove-
nienti dal tessuto di origine, potrebbero mantenere caratteristiche di pluripotenza.
È noto, infatti, che la matrice gioca un ruolo attivo e complesso nella regolazio-
ne del comportamento delle cellule con cui entra in contatto, influenzandone lo
sviluppo, la migrazione, la proliferazione, la forma e la funzione metabolica. Le
cellule derivate dal prelievo dei Villi Coriali e del liquido amniotico rappresenta-
no l’indubbio vantaggio rispetto alle cellule cordonali di rappresentare uno stadio
notevolmente più precoce di differenziazione e pertanto poter essere una fonte di
cellule staminali notevolmente più efficace. Inoltre tali cellule, rappresentando
uno stadio più precoce, hanno molto probabilmente una più bassa immunogeni-
cità e quindi rappresentare un vantaggio nell’uso del trapianto di tipo allogenico.
Partendo da queste considerazioni campioni di fluido amniotico e di villi coriali
umani prelevati in epoche diverse durante la gestazione sono stati utilizzati: le
cellule sono state isolate, clonate ed espanse in cultura. Per esplorare la loro plu-
ripotenzialità le stesse sono state coltivate in condizioni di induzione endoteliale
(EBM2 Medium e VEGF), adipogenica (Desametasone, 3-isobuti-1-metilxantina,
insulina ed indometacina), miogenica (siero di cavallo, estratto di embrione di
polloe 5-AZA), osteogenica ( siero bovino fetale, desametasone, beta-glicerofo-
sfato, acido ascorbico-2-fosfato), neurogenica ( NGF e BHA) ed epatocitaria
(siero di bovino fetale, HGF).
Le cellule da noi selezionate avevano capacità clonogenica, mantenevano una
normale lunghezza del telomero e un normale cariotipo. I diversi cloni così deri-
vati erano in grado, nelle condizioni descritte precedentemente di andare incon-
tro in vitro a differenziazioni in senso osteogenico, muscolare, adipogenico,
endoteliale, neurogenico ed apatocitario. Inoltre, cloni derivati da topo erano in
grado, se iniettati in blastocisti di dare origine a diversi tessuti.
Tale modello potrebbe rappresentare un’interessante arma terapeutica nel prossi-
mo futuro: tali cellule infatti potrebbero migliorare i problemi proliferativi e dif-
ferenziativi legati all’uso delle cellule staminali adulte e nello stesso tempo supe-
rare i problemi etici legati alle cellule embrionali.
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6

Mobilizzazione delle cellule staminali
ematopoietiche

A partire dalle prime evidenze nei modelli animali della capacità delle cellule sta-
minali di ripopolare il midollo osseo, le cellule staminali ematopoietiche (CSE)
sono diventate la principale fonte di cellule per il trapianto autologo ed allogeni-
co (1). Al 1978 risalgono i primi trapianti autologhi (2) coronati da successo. Nei
primi anni ’80 vennero descritte le caratteristiche delle CSE periferiche circolan-
ti non mobilizzate o mobilizzate con chemioterapia; solo successivamente alla
disponibilità dei fattori di crescita ematopoietici è stato possibile raccogliere in
numero elevato CSE dal sangue periferico ed ottenere una rapida ricostituzione
delle funzioni midollari dopo trapianto autologo. Il parallelo sviluppo della tera-
pia di supporto post-trapianto ha permesso di dimostrare che l’uso delle CSE era
correlato con riduzione della tossicità e della mortalità trapianto-correlata. Ma il
vantaggio principale delle CSE ottenute mediante mobilizzazione è probabilmen-
te rappresentato dalla possibilità di raccolta di un numero così elevato di cellule
da permettere di procedere agevolmente a manipolazione, purging ed espansione.
Le CSE del sangue periferico sono state rapidamente impiegate, dopo l’autologo,
anche nel trapianto allogenico. Poiché una raccolta di CSE contiene un numero
di T-linfociti superiore di dieci volte rispetto al prelievo midollare, il rischio mag-
giore è rappresentato dall’incremento di incidenza e gravità di GvHD. Di fatto, la
comparsa di GvHD acuta non appare aumentata, mentre la GvHD cronica, se si
somministrano CSE non selezionate, compare con frequenza significativamente
maggiore in caso di trapianto di CSE raccolta dal sangue periferico.
Al midollo osseo ed alle CSE periferiche si affianca come fonte di cellule stami-
nali ematopoietiche da impiegare per il trapianto il sangue del cordone ombelica-
le, la cui maggiore limitazione per l’utilizzo nel paziente adulto è, almeno allo
stato, il numero relativamente limitato di cellule CD34+ presenti.

Mobilizzazione e raccolta delle CSE dal sangue periferico

Le CSE possono essere ottenute anche senza mobilizzazione dal sangue periferi-
co, ma una raccolta efficace avviene solo dopo mobilizzazione del pool delle CSE
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mediante trattamento con farmaci citotossici, con fattori di crescita ematopoieti-
ci o con la combinazione di entrambi.
I vantaggi derivanti dalla raccolta delle CSE dal sangue periferico sono rappre-
sentati:
a) per il donatore, dalla raccolta eseguita senza ricorrere ad anestesia generale;
b) per il ricevente, la possibilità di raccogliere un numero di progenitori emato-

poietici più di dieci volte superiore a quello ottenibile con prelievo midollare.
Un elevato numero di CSE assicura il successo dell’attecchimento e riduce il
rischio di fallimento del graft in caso di trapianto da donatore non correlato o
“mismatched”. Il problema della maggiore incidenza di GvHD cronica è supe-
rabile mediante l’adozione dei purgino dei linfociti contaminanti.

A) Mobilizzazione delle CSE con terapia citotossica
La mobilizzazione delle CSE chemioterapia-mediata fu descritta per la prima
volta nel 1976 nella fase del recupero ematologico in pazienti sottoposti a terapia
mieloablativa (3).
E’ stato dimostrato che sia dosi singole di ciclofosfamide (3-7 g/m2) sia regimi
chemioterapici con differenti combinazioni di farmaci citotossici sono in grado di
ottenere la mobilizzazione, che è la diretta conseguenza di una mielodepressione
di grado elevato tale da indurre per alcuni giorni una neutropenia severa. Le CSE
aumentano di numero nel sangue periferico durante la fase del recupero emato-
poietico: la raccolta mediante leucaferesi si inizia non appena la conta leucocita-
ria supera il valore di 1 x 109/L.
Gli svantaggi dell’impiego della sola chemioterapia sono rappresentati da:
• limitata efficacia di mobilizzazione, con conseguente aumento del numero

delle sedute di leucaferesi,
• rischi e tossicità chemioterapia-correlati,
• difficoltà di predizione del “timing” per la raccolta.
Attualmente, per le motivazioni sopra elencate, questa modalità di mobilizzazio-
ne è praticata solo raramente.

B) Mobilizzazione delle CSE con sole citochine
L’effetto mobilizzante del Granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF) e del
Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) è stato descritto
per la prima volta nel 1988 (4).
Entrambe le citochine possono essere impiegate, senza stimolazione addizionale
con farmaci citotossici, per l’espansione del pool di CSE circolanti, sia in pazien-
ti sia in donatori sani.
G-CSF è impiegato di routine sia da solo sia associato a farmaci citotossici, in
quanto, rispetto a GM-CSF, offre i seguenti vantaggi:
• maggiore efficacia di mobilizzazione;
• maggiore sicurezza e tollerabilità per i donatori/pazienti trattati.
Gli effetti indesiderati, secondari alla somministrazione di questi fattori di cresci-
ta, sono rappresentati fondamentalmente dai dolori ossei, che compaiono invaria-
bilmente quando le dosi di G-CSF somministrate superano i 10 mg/Kg/die. Con
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frequenza minore possono comparire: cefalea, astenia, febbre, nausea. GM-CSF
comporta, in aggiunta, il rischio elevato di indurre eventi avversi sistemici.
In Letteratura sono riportati anche casi di rottura spontanea di milza in pazien-
ti/donatori dopo mobilizzazione con G-CSF (5).
Altri fattori di crescita sono stati utilizzati in trials clinici controllati:
Interleuchina-3 (IL-3), Interleuchina-8 (IL-8), Trombopoietina (TPO), Fit-3
ligand (Fit-3), ecc., che non hanno dimostrato di essere superiori a G-CSF quan-
to ad efficacia e sicurezza (6, 7).
L’associazione di G-CSF e GM-CSF non comporta un incremento di efficacia
statisticamente significativo e, d’altra parte, sottopone il paziente alla tossicità di
entrambe le citochine.
Le cellule CD34+ del sangue periferico aumentano solo in terza giornata dalla
prima dose di G-CSF e raggiungono i valori massimi usualmente in quinta gior-
nata. Pertanto la raccolta deve essere iniziata non prima del terzo giorno e non
deve essere protratta oltre il settimo dall’inizio della somministrazione.
Le dosi di G-CSF somministrate tengono conto della necessità di conciliare una
efficiente mobilizzazione con minimi livelli di tossicità. Usualmente si sommini-
strano 8-16 mg/Kg suddivise in due somministrazioni ogni 12 ore. Le leucafere-
si di norma iniziano in quarta o quinta giornata dall’inizio del trattamento con fat-
tore di crescita e non proseguono oltre il settimo giorno. In caso di donazione
allogenica si utilizzano dosi ridotte per evitare un incremento eccessivo di leuco-
citi (superiore a 70 x 109/L).

C) Mobilizzazione delle CSE con citochine e chemioterapia
La mobilizzazione combinata G-CSF (oppure G-CSF + GM-CSF) + chemiotera-
pia è associata ad un’efficacia significativamente aumentata della mobilizzazione
delle CSE e ad una riduzione del numero di cellule neoplastiche contaminanti il
graft.
Gli svantaggi della mobilizzazione combinata sono rappresentati da:
• aumento di tossicità e morbilità;
• maggiori difficoltà di pianificazione della raccolta.
Il momento ottimale per la raccolta coincide in genere con valori di conta leuco-
citaria di 5 x 109/L e con l’inizio del recupero piastrinico. Tuttavia solo il moni-
toraggio delle cellule CD34+ nel sangue periferico offre informazioni utili per
dare inizio alla leucaferesi e programmare il numero di sedute.
L’impiego di G-CSF si è dimostrato associato ad una bassa incidenza di effetti
indesiderati e ad un più precoci picco delle cellule CD 34+. Nonostante l’effica-
cia della mobilizzazione dipenda dalla dose di citochine somministrate, di fatto i
dosaggi sono relativamente bassi (8-16 mg/Kg/die): la somministrazione ha ini-
zio il giorno successivo al completamento della chemioterapia e continua fino al
completamento della raccolta di CSE.

D) Controindicazioni alla somministrazione di G-CSF nei donatori sani
I donatori allogenici possono presentare problemi legati al peso (pazienti pedia-
trici) o all’età. Le principali controindicazioni alla mobilizzazione sono:
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• positività dei markers infettivologici (HbsAg, HIV, HCV);
• trombosi venose;
• malattia aterosclerotica;
• malattie neoplastiche ed autoimmuni.
Effetti indesiderati a lungo termine (insorgenza di mielodisplasie, leucemie) non
sono ad oggi dimostrati. 

E) La raccolta delle CSE dal sangue periferico
Le procedure di aferesi, grazie all’elevato livello tecnologico raggiunto dai sepa-
ratori cellulari, permettono di raccogliere una vasta gamma di prodotti da impie-
gare in terapia e/o di trattare un numero sempre maggiore di pazienti, anche in
situazioni cliniche critiche.
Perché la raccolta delle CSE dal paziente/donatore avvenga in modo corretto ed
efficiente è indispensabile seguire le linee guida emanate dal Servizio di
Medicina Trasfusionale di riferimento. In particolare:
• La responsabilità dell’uso dei separatori cellulari è del medico responsabile di

settore, coadiuvato dai Medici del settore e dallo staff infermieristico.
• Il consenso informato deve essere sottoscritto sia dai pazienti sia dai dona-

tori.
• Il Medico dell’Aferesi è responsabile della selezione di pazienti e donatori.

Per questi ultimi devono essere seguite le disposizioni legislative vigenti.
• I pazienti pediatrici richiedono una particolare attenzione e la stretta collabo-

razione con i medici dello staff pediatrico.

Le procedure di aferesi non sono esenti da rischi sia per i donatori sia per i
pazienti:
• tutto lo staff medico – infermieristico deve essere in grado di riconoscere le

più comuni complicanze e preparato ad intervenire per correggerle.
• Lo staff deve essere addestrato a risolvere i problemi più comuni, che riguar-

dano: gli accessi venosi, le reazioni da citrato, le reazioni secondarie al rim-
piazzo dei liquidi, le reazioni trasfusionali emolitiche e non emolitiche.

• I pazienti pediatrici e quelli con malattie renali, epatiche, immunosoppressio-
ne, ecc. sono i più esposti alle reazioni avverse.

• L’abilità nell’uso dei separatori e nell’assistenza a pazienti e donatori è assi-
curata solo dall’uso regolare delle apparecchiature e dalla permanenza nel set-
tore di aferesi.

Particolare rilevanza assume la valutazione clinica. La selezione del candidato ad
eseguire la leucaferesi per la raccolta di cellule staminali deve riguardare sia il
paziente candidato all’autotrapianto che il donatore sano individuato per la dona-
zione di cellule staminali allogeniche.
In caso di autotrapianto, il paziente considerato eleggibile per il trapianto deve
essere valutato attentamente in due tempi diversi dal medico del servizio di
immunoematologia sia per quanto riguarda le condizioni cliniche che i parametri
di laboratorio e l’idoneità degli accessi vascolari. La prima valutazione dovrà
essere effettuata circa 15 giorni prima del presunto momento della raccolta per

CELLULE STAMINALI SOMATICHE DA ADULTO NELLA MEDICINA RIGENERATIVA 31

1571_Bernasconi_Onco_02  28-10-2004  16:13  Pagina 31



l’idoneità alla leucaferesi e la seconda volta immediatamente prima della raccol-
ta (24 ore prima) con l’intento di individuare eventuali controindicazioni alla pro-
cedura presentatesi nel frattempo. Entrambe le valutazioni devono essere docu-
mentate.
La valutazione clinica deve comprendere anamnesi ed esame obiettivo. I parame-
tri di laboratorio indispensabili di cui disporre comprendono gli esami di funzio-
nalità epatica, renale, elettrolitemia, coagulazione. Inoltre devono essere disponi-
bili un esame Rx del torace, EGC ed un’eventuale indagine ecocardiografica ese-
guita da non oltre 30 giorni. La presenza di febbre intercorrente nei giorni imme-
diatamente precedenti la leucaferesi e non ascrivibile all’uso del fattore di cresci-
ta deve essere attentamente studiata. 
Controindicazioni assolute alla raccolta sono rappresentate da:
• insufficienza cardiaca con frazione di eiezione ventricolare inferiore al 40%;
• gravi alterazioni del ritmo cardiaco;
• grave insufficienza renale;
• insufficienza epatica ingravescente;
• IMA recente; TIA recente;
• ipertensione arteriosa non controllabile con i comuni presidi terapeutici;
• diabete mellito insulino-dipendente non controllabile con terapia insulinica;
• importanti deficit coagulativi;
• infezioni in atto.

La presenza di febbre > 38°C di origine infettiva batterica, virale, fungina emer-
sa nei giorni che precedono la raccolta impone o la temporanea sospensione della
raccolta o la programmazione di accertamenti aggiuntivi. 
La terapia con ACE inibitori (fatta eccezione per il losartan) deve essere pronta-
mente sospesa e sostituita con un Ca antagonista o un b-bloccante.

Il posizionamento di un catetere venoso centrale (CVC) si impone qualora il
paziente non disponga di almeno 3 accessi venosi periferici sicuramente pratica-
bili. Due di questi accessi venosi periferici devono essere reperibili alla piega del
gomito bilateralmente e di calibro adeguato (deve essere possibile posizionare un
ago fistola da 17 G). Il CVC deve essere posizionato preferibilmente a livello
della vena succlavia e avere le seguenti caratteristiche: bilume da dialisi con cali-
bro 12 French, lunghezza 16 cm (paziente adulto); bilume da dialisi con calibro
8 French, lunghezza 12 cm (paziente pediatrico o adulto di basso peso).
I cateteri venosi centrali devono essere posizionati da un medico qualificato per
eseguire questa procedura.
In caso di allo trapianto, il donatore sano compatibile deve essere studiato con le
stesse modalità sopra riportate per il paziente; è indispensabile un accurato scree-
ning infettivologico, comprendente la sierologia per epatite B, C, per HIV1-2, per
HTLVI-II e per la lue, eseguiti entro 30 giorni dalla raccolta. Particolare atten-
zione deve essere posta alla storia trasfusionale del donatore, all’intervallo tra
vaccinazioni e donazione, alla somministrazione di Immunoglobuline. Nei limiti
del possibile devono essere utilizzati accessi venosi periferici. Il posizionamento
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di un CVC va considerata procedura eccezionale e deve incontrare il pieno con-
senso informato riguardo ai rischi che tale pratica comporta.
Per il trattamento degli effetti indesiderati devono essere disponibili farmaci e
strumentazioni adeguati nella sede di aferesi e deve essere predisposta una speci-
fica procedura di intervento in caso di insorgenza di una delle reazioni indeside-
rate di più frequente riscontro o di maggiore gravità.
La complicanza di più comune riscontro durante la procedura è l’ipocalcemia
transitoria indotta dall’impiego di ACD-A quale anticoagulante, facilmente evita-
bile mediante la somministrazione profilattica di calcio gluconato; dopo la pro-
cedura l’evento più frequente è la riduzione critica del numero delle piastrine,
conseguenza della processazione di due volumi ematici nei separatori a flusso
continuo. è prassi consolidata reinfondere al donatore/paziente (se il numero delle
piastrine è inferiore a 50 x 109/L) il plasma autologo ricco di piastrine ottenuto
per centrifugazione dall’unità di cellule staminali raccolte.
Le complicanze associate al posizionamento del catetere venoso centrale sono
evitabili se l’accesso venoso centrale è affidato a mani esperte. Lo scompenso
emodinamico nei pazienti pediatrici è evitato dall’impiego di separatori cellulari
a flusso continuo e con bassa extracorporea e dalla disponibilità di uno staff medi-
co-infermieristico preparato, in grado di programmare il priming del separatore
con globuli rossi in questi pazienti ed un attento bilanciamento dei liquidi.

F) La dose di CSE necessaria per il trapianto
Il numero totale di cellule esprimenti l’antigene CD34 correla con la conta delle
CFC e con la velocità di ripopolazione midollare, in caso di trapianto autologo,
anche se non permette di predire con precisione il tempo necessario per la rico-
stituzione del midollo, soprattutto quando il numero di CD34+ è molto elevato.
Ciò è probabilmente dovuto al fatto che, per un numero di cellule CD34+ supe-
riore a 2-2,5 x 106/Kg, un ulteriore incremento dei progenitori non ha come
effetto un decremento lineare del tempo necessario per il recupero piastrinico.
Vi è accordo sul fatto che una buona ripopolazione midollare, nella stragrande
maggioranza dei trapiantati, si ottiene quando è superata la soglia di 2 x 106/Kg
(i valori delle piastrine risalgono, nel 90% dei casi, nel giro di quattro settima-
ne). 3,5-5 x 106/Kg sono considerati valori ottimali; un incremento ulteriore
non si traduce in una riduzione sostanziale del tempo necessario per l’attecchi-
mento.
Nella definizione della dose non deve essere mai dimenticato il paziente candi-
dato al trapianto con le caratteristiche peculiarità (tipo di malattia, stadio, età,
patologia associata, storia della malattia, ecc.).
La qualità di una raccolta di CSE si può testare con la conta delle CFU-GM, che
correla con quella delle cellule CD34+. La dose target di CFU-GM è stimata di
1-5 x 105/Kg (a seconda del metodo impiegato). In pratica si ricorre alla sola
conta delle cellule CD34+, che ha il vantaggio di una maggiore rapidità di ese-
cuzione ed attendibilità, se eseguita da mani esperte.
Si deve infine segnalare che mobilizzazione e raccolta sono negativamente
influenzati da (8):
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• precedente radioterapia (dosaggi, estensione);
• chemioterapia pregressa:

- durata
- dosaggi
- tipo di farmaci impiegati (BCNU, Melphalan, Fludarabina)

• presenza di metastasi a livello midollare (?).

Meccanismi della mobilizzazione delle CSE

Localizzzazione, proliferazione, differenziazione e sopravvivenza delle CSE nel
midollo osseo devono essere inquadrate in un contesto generale di relazioni dina-
miche con il microambiente midollare e la matrice extracellulare.
In condizioni basali le CSE nei vari stadi di differenziazione sono confinate in
specifiche nicchie del midollo osseo, dalle quali le cellule differenziate e mature
migrano nel sangue periferico. Un piccolo numero di cellule primitive esce dal
comparto midollare e migra nel sangue. Il meccanismo di rilascio dal midollo non
è ancora del tutto chiarito.
Il pool delle CSE circolanti può aumentare notevolmente sotto l’effetto di svaria-
te stimolazioni; questo evento, che viene definito “mobilizzazione”, è stato dimo-
strato nelle numerose specie animali studiate, confermando la convinzione che si
tratti di un meccanismo altamente conservato.
In studi recenti condotti sia su modelli murini sia nell’uomo si è evidenziato che
il midollo osseo rappresenta la sede di complesse interazioni fra citochine/che-
mochine, proteasi e molecole di adesione. La complessità di questi meccanismi è
dovuta alla possibilità che i singoli fattori agiscano indipendentemente oppure
interagiscano fra loro configurando un vero e proprio processo a cascata (9).

Le proteasi
La mobilizzazione ottenuta con G-CSF è il risultato di una complessa cascata di
eventi, difficilmente isolabili.
Studi condotti su modelli murini con deficit dei recettori per IL-8 o G-CSF hanno
dimostrato che per la mobilizzazione è indispensabile la presenza di un pool suf-
ficientemente ampio di neutrofili con normale funzionalità, in particolare con
normale risposta a IL-8 o a G-CSF (10-12);
Perché la mobilizzazione si attui, dopo somministrazione di G-CSF, è necessaria
anche la presenza di un fattore solubile;
I neutrofili attivati dopo trattamento con G-CSF liberano il contenuto dei granuli
specifici (matrice metalloproteinasica - 9 [MMP-9], lactoferrina) e dei granuli
azzurrofili (elastasi, catepsina G, proteinasi 3) e incrementano la liberazione di L-
selectina.
Anche se le modalità d’interazione di queste proteasi, i loro specifici substrati in
vivo e l’interazione con altre molecole sono ancora materia di studio, è stato
dimostrato che, dopo somministrazione di G-CSF, serin-proteasi (soprattutto ela-
stasi neutrofila) si accumulano nell’ambiente midollare; i loro substrati compren-
dono numerose molecole, tra le quali: molecole di adesione dell’endotelio vasale
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(VCAM-1), c-kit, il recettore 4 per la chemochina CXC (CXCR4) e SDF-1
(ligando per il fattore 1 di derivazione stromale). Tra gli altri substrati, non anco-
ra identificati, vi sarebbe lo stesso G-CSF: ciò spiegherebbe il declino dell’effi-
cienza di mobilizzazione dopo la sesta giornata di trattamento, nonostante la pro-
secuzione della somministrazione (13, 14).
Metalloproteasi o dipeptil peptidasi IV (DPPIV/CD26) operano il clivaggio delle
stesse molecole che sono attaccate da serin-peptidasi (15).
Oggi si ritiene che il contributo di ogni singola proteasi non sia critico, ma che
sia richiesta una coalizione di proteasi all’interno del midollo osseo, perché la
mobilizzazione abbia luogo.

Le chemochine
La mobilizzazione delle CSE si ottiene con numerose chemochine: IL-8, Proteina
infiammatoria macrofagica 1α o 1β, Gro β, SDF-1, ecc.
L’effetto mobilizzante si manifesta molto rapidamente (dopo 30 minuti, fino ad
alcune ore).
Dal punto di vista funzionale sono state studiate IL-8, Gro β, SDF-1. La risposta
alla somministrazione di IL-8 e Gro β è dipendente dalla presenza di un numero
adeguato di neutrofili circolanti funzionalmente normali ed è accompagnata dal-
l’incremento di MMP-9, rilasciata dai neutrofili stessi (16).
SDF-1 è la chemochina più attiva: essa induce “down regulation” del recettore di
CXCR4 e ne cancella il segnale sulle CSE.

Le integrine
Le CSE circolanti sono cellule non-ciclanti: si è dimostrato che escono preferi-
bilmente dal midollo osseo le cellule quiescenti, che presentano anche riduzione
funzionale dei recettori di VLA-4. 
La risposta migratoria a G-CSF è mediata dalla partecipazione delle integrine:
infatti la “down regulation” della funzione integrinica è un passaggio obbligato
per gli stadi finali di trasmigrazione attraverso l’endotelio dei sinusoidi.
Un altro evento obbligatorio è la “down regulation” dei recettori di CXCR4 e l’i-
poresponsività a SDF-1.
Tutto ciò comporta che la trasmigrazione avvenga in maniera efficiente solo in
cellule che presentano iporegolazione sia di integrine alfa 4 sia della funzione di
CXCRa/SDF-1 (17).

Quesiti irrisolti

Gli studi eseguiti sulla mobilizzazione non hanno ancora chiarito l’intero mecca-
nismo e lasciano aperti numerosi quesiti:
• Alla base del rilascio fisiologico in circolo delle CSE e della mobilizzazione

con fattori di crescita ematopoietici sta lo stesso meccanismo? In altri termi-
ni, la mobilizzazione indotta sarebbe un’esaltazione del processo normalmen-
te presente? Va rimarcato che alcune molecole sono coinvolte solo nell’ema-
topoiesi stressata e non in condizioni basali.
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• Le CSE sono dimostrabili anche in svariati tessuti, fuori dal midollo osseo; le
CSE circolanti sarebbero in equilibrio dinamico con quelle dei tessuti. Queste
ultime vengono modificate dopo mobilizzazione?

• Solo una piccola percentuale di cellule è mobilizzata rispetto al pool che rima-
ne nel midollo osseo. Le cellule che fuoriescono presentano un particolare
fenotipo?

• Le CSE sono rilasciate insieme ad un elevato numero di cellule mature (18).
Vi sono influenze transcellulari o umorali che inducono questo comporta-
mento? Vi sono variazioni rispetto ai vari agenti mobilizzanti?
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7

Allestimento di colture
di cellule staminali somatiche

I tessuti sono sottoposti a continui fenomeni di depletamento cellulare, sia per
l’usura dovuta allo svolgimento delle normali funzioni fisiologiche, sia per even-
tuali insulti chimici, fisici o biologici che possono danneggiare gli organi di un
individuo.
La capacità di riparare un danno (plasticità) è una caratteristica espressa in modo
eterogeneo dai diversi tessuti e può non essere presente, se non in minima parte,
in quelli perenni. Infatti, i tessuti che sono sottoposti ad un continuo turnover
fisiologico come l’intestino tenue, l’epidermide e il sistema emopoietico possono
più facilmente riparare lesioni anche molto estese, mentre tessuti più “statici”,
come quello muscolare, non mostrano di possedere simili potenzialità.
Nei mammiferi si riscontrano due sistemi di rinnovo o sostituzione di cellule: in
un caso (epatociti, cellule endoteliali) l’omeostasi cellulare viene mantenuta
attraverso la divisione delle cellule differenziate a dare cellule figlie con le stesse
caratteristiche funzionali e lo stesso fenotipo (duplicazione semplice); nell’altro
caso è prevista l’esistenza di un compartimento di cellule indifferenziate e multi-
potenti (cellule staminali somatiche, SCs) che hanno la duplice capacità di repli-
care se stesse e generare cellule progenitrici. È da queste ultime che si generano
tutti i tipi di cellule mature appartenenti ad un dato tessuto.
Le SCs sono spesso quiescenti o proliferano molto lentamente, ma hanno la capa-
cità di iniziare a dividersi rapidamente per rimpiazzare cellule morte o danneg-
giate.

Cellule staminali somatiche: definizione

La definizione di cellula staminale non è immediata. Essa si basa su caratteristi-
che funzionali, ma perché queste vengano indagate e stabilite è necessario che la
cellula staminale sia manipolata sperimentalmente, procedura che ne altera le
proprietà fisiologiche di base.
Esiste comunque una definizione formulata da Potten e Loeffler nel 1997, e
attualmente accettata, che prende come riferimento le staminali che popolano l’e-

1° Corso di formazione avanzata, 8-11-2004
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pitelio delle cripte intestinali, ma che può essere allargata alle SCs presenti nei
diversi tessuti. Queste vengono considerate tali se:
- sono indifferenziate;
- sono in grado di proliferare estesamente;
- sono in grado di generare cellule uguali a se stesse per periodi di tempo molto

estesi, in  genere per tutta la vita dell’organismo, e possono utilizzare questa
capacità in modo da mantenere costante il numero di elementi appartenenti ad
un determinato compartimento staminale (automantenimento);

- sono capaci di generare un ampio spettro di cellule differenziate e funzionali
(multipotenzialità);

- infine, come conseguenza delle caratteristiche elencate, sono in grado di rige-
nerare un tessuto che è stato danneggiato.   

Le popolazioni staminali presenti nei diversi tessuti esprimono però in modo ete-
rogeneo queste proprietà e talvolta solo in particolari situazioni. Idealmente que-
sti criteri dovrebbero essere soddisfatti in toto; in pratica, anche per limitazioni
sperimentali, ciò non avviene. Una ulteriore complicazione deriva dal fatto che
non tutte queste funzioni hanno lo stesso peso. Non è sufficiente per esempio
definire una cellula come staminale solo in virtù della sua capacità di proliferare,
come si è fatto in passato. In generale si può affermare che popolazioni di cellu-
le che soddisfano tutti questi criteri sono “vere cellule staminali”, mentre quelle
che non esprimono momentaneamente queste caratteristiche, pur essendone in
possesso (quiescenza), sono “cellule staminali potenziali” (Potten e Loffler,
1990).
Le cellule staminali somatiche si trovano localizzate in nicchie ristrette e piutto-
sto profonde dei tessuti. Al loro interno (il midollo osseo, la base della cripta inte-
stinale, lo strato germinativo dell’epidermide) risiede la popolazione di SCs e
avvengono i fenomeni alla base dell’automantenimento. Tra il compartimento
staminale somatico e le cellule mature di un tessuto esiste poi un compartimento
intermedio, quello dei progenitori di transito. In queste cellule la capacità di pro-
liferare si mantiene per un numero limitato di cicli e si esaurisce con il differen-
ziamento delle stesse in un elevato numero di cellule mature (Fig. 1)

Fig. 1 - A cellula staminale, B progenitore proliferante, C cellule differenziate
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In alcuni tessuti non esiste un compartimento staminale chiaramente distinguibi-
le a livello morfologico (muscolo scheletrico). In questi casi la popolazione sta-
minale viene individuata sulla base di marcatori biochimici e molecolari. Le nic-
chie in cui risiedono le SCs possono quindi essere considerate delle entità bio-
chimiche più che anatomiche, dei microambienti in cui le cellule sono in contat-
to con i corretti segnali che consentono loro di mantenere le caratteristiche fon-
damentali che le caratterizzano.

Isolamento e coltura di SCs

Come abbiamo visto le cellule staminali somatiche risiedono nei diversi tessuti al
cui rinnovamento partecipano, in misura più o meno rilevante, nell’arco della vita
di un individuo. è necessario quindi isolarle per poter allestire una coltura, si pro-
cede cioè alla preparazione di una coltura primaria (considereremo qui il model-
lo animale murino come rappresentante della classe dei Mammiferi), nome con il
quale viene indicato l’espianto primario di tessuto e la conseguente prima popo-
lazione di cellule che si ottiene tramite un procedimento diverso di volta in volta,
a seconda del tipo di cellule che si vogliono ottenere. 
Se vogliamo ottenere ad esempio cellule staminali ematopoietiche preleveremo
dall’animale i femori e lo sterno, dai quali, con un vero e proprio lavaggio (flus-
hing) faremo fuoriuscire l’intero contenuto, il midollo osseo.
Se vogliamo isolare cellule staminali neurali andremo a prelevare dall’animale
una ben precisa area dell’encefalo, la zona subventricolare (SVZ), nella quale
sappiamo risiedere gli elementi cellulari cui siamo interessati.
Il primo problema che si presenta durante una coltura primaria è la quantità di
cellule che riusciamo a isolare e dalle quali far partire la nostra linea cellulare.
Spesso infatti gli elementi di partenza sono molto pochi e frammisti ad un enor-
me numero di cellule (milioni), detriti e matrice che ritroviamo nella “soluzione”
che abbiamo ottenuto dall’animale.
A questo punto inizia una serie di procedure, comprendenti normalmente centri-
fugazioni successive e lavaggi, che ci permette di liberarci da questa enorme
quantità di materiale che altrimenti disturberebbe la crescita delle cellule che
abbiamo voluto isolare.
Una volta terminato questo processo, che potremmo chiamare di purificazione,
porremo gli elementi ottenuti (a volte difficilmente inquadrabili ad un primo
esame al microscopio ottico) nel terreno di coltura nel quale verranno espansi. 
I terreni di coltura sono soluzioni contenenti le sostanze chimiche necessarie per
il mantenimento in coltura di ciascun tipo di cellula. Le SCs hanno esigenze
diverse a seconda della classe cui appartengono. La difficoltà che si incontra nel
coltivare le SCs, di qualunque tipo, è primariamente quella di mantenerle in uno
stato indifferenziato; se trascurate, tendono molto presto a differenziare, andando
normalmente a formare i lineage cellulari propri del tessuto da cui provengono.
Nei terreni di coltura sono presenti, oltre ad aminoacidi essenziali e non, solu-
zioni tampone, antibiotici, beta-mercaptoetanolo, uno o più fattori di crescita.
Questi ultimi danno uno “stimolo artificiale”, non fornito ovviamente dalle nor-
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mali condizioni in vitro, che permette di mantenere le cellule in uno stato indif-
ferenziato.
Viene in genere anche aggiunto del siero fetale, il bovino (FBS) è il più comune,
che contiene una serie di sostanze che favoriscono notevolmente la proliferazio-
ne cellulare; sono ormoni, fattori di crescita (PDGF, FGF?), lipidi, proteine di tra-
sporto dei lipidi, carboidrati, inibitori delle proteasi, minerali e aminoacidi.
L’utilizzo di qualunque tipo di siero introduce un elemento di variabilità nella col-
tura: non solo non ne conosciamo esattamente la composizione, ma spesso sussi-
stono differenze tra i diversi lotti in commercio. Le condizioni di coltura devono
essere monitorate costantemente; grande attenzione deve destare un cambiamen-
to nel colore del terreno di coltura (nella maggior parte dei media di crescita è
presente una minima quantità di rosso fenolo, un indicatore di PH che vira al
variare di quest’ultimo) indice di un cambiamento di PH. Le cellule non devono
essere sottoposte a sbalzi di temperatura improvvisi, o almeno è consigliabile
limitare lo stress termico al periodo trascorso fuori dall’incubatore, nel quale l’at-
mosfera è di solito mantenuta ad una pCO2 del 5% e ad una temperatura di 37°C,
per l’analisi morfologica e per l’attuazione delle procedure che permettono l’e-
spansione in coltura delle SCs.
Le cellule staminali somatiche infatti presentano di norma un tasso di crescita
molto elevato: tendono a moltiplicarsi indefinitamente fino a consumare tutto il
medium di crescita e occupare lo spazio che trovano a disposizione. Le SCs pos-
sono crescere adese, come le staminali mesenchimali, o in sospensione, come le
cellule staminali nervose. Nel primo caso la procedura di espansione e di subcol-
tivazione seriale della linea cellulare prevede il distacco delle stesse dalla piastra
nella quale sono coltivate, tramite enzimi proteolitici come la tripsina, e la riso-
spensione in terreno fresco. La stessa procedura viene attuata anche nel secondo
caso, omettendo l’uso di enzimi, non necessari proprio per il fatto che queste cel-
lule crescono in sospensione.
Tutti i processi che permettono la crescita e l’espansione di queste cellule vanno
eseguiti in perfetta sterilità, tramite l’uso di una cappa a flusso laminare vertica-
le. è infatti estremamente ricorrente la contaminazione da batteri, subito evidenti
allo sguardo dell’operatore, e soprattutto da micoplasma, non visibile a occhio
nudo né rilevabile ad una seppur attenta analisi al microscopio ottico; l’unico
effetto evidente di questo microrganismo può essere un eventuale rallentamento
della crescita delle cellule in coltura che possono presentare in alcuni casi un
aspetto non sano. Esistono in commercio kit completi per la detezione di questo
contaminante estremamente dannoso. Esso infatti una volta presente nella coltu-
ra non è eliminabile; la sua presenza però va ad alterare le condizioni di vita delle
SCs e a minare la conseguente riproducibilità degli esperimenti.
Le colture di cellule staminali somatiche umane vengono allestite di norma in
maniera simile a quelle murine e le modalità di subcoltivazione seriale sono in
genere molto simili. Deve essere prestata molta attenzione nel manipolare mate-
riale umano: il rischio di trasmissione di patologie (soprattutto dovute a forme
virali latenti presenti nei tessuti del “donatore”) e soprattutto la necessità di man-
tenere condizioni di assoluta sterilità se si prevede la possibilità di un trapianto di
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cellule in un paziente, rendono la manipolazione di SCs umane un processo più
delicato e difficile.
Credo sia opportuno a questo punto ricordare che la condizione di “staminalità”
è una condizione intrinseca di una determinata popolazione cellulare; normal-
mente cioè le SCs, una volta poste nelle condizioni adatte, mostrano di possede-
re un ampio potere replicativo e una vasto potenziale differenziativo. Queste cel-
lule cioè non vengono immortalizzate, come spesso accade in colture di cellule
somatiche, e mantengono le loro caratteristiche per un grande numero di passag-
gi in vitro.
Una volta ottenuta una linea cellulare stabile (sono necessari alcuni passaggi di

amplificazione dalla coltura primaria) si procede alla caratterizzazione degli ele-
menti che la compongono. Non tutte le linee infatti mostrano gli stessi tassi di
crescita e produzione delle tipologie cellulari proprie del tessuto di origine. Le
proprietà di automantenimento e multipotenzialità vengono indagate per mezzo
di curve di crescita (Fig. 2) e reazioni di immunofluorescenza (Fig.3).
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Fig. 2 - Esempio di curva di cre-
scita: la linea cellulare B mostra
un tasso di crescita maggiore
rispetto alla A.

Fig. 3 - Immufluorescenza:
sono evidenti neuroni (in rosso)
e astrociti (in verde).
Nuclei in blu (Dapi).
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Per portare a termine la prima analisi viene contato e registrato per un certo perio-
do il numero di cellule prodotte a ciascun passaggio di amplificazione a partire
da elementi che vengono piastrati regolarmente nello stesso numero; si riportano
questi valori su grafico e si ottiene, utilizzando una scala logaritmica, una retta la
cui maggiore o minore pendenza indica un maggiore o minore tasso di crescita.
La multipotenzialità, ovvero la capacità di dare origine ai diversi fenotipi cellula-
ri caratteristici del tessuto di provenienza, non cambia nel tempo: prendendo
come esempio le cellule staminali nervose adulte si è visto che, sia che questa
popolazione sia stata appena prelevata dal topo, sia dopo mesi di passaggi di sub-
coltivazione, la quantità di neuroni (10-15%), astrociti (70-80%) e oligodendro-
citi (5%) prodotta rimane pressoché invariata. Il metodo più rapido ed efficace per
questo secondo tipo di analisi, almeno per un primo esame al microscopio, è l’im-
munofluorescenza: vengono utilizzati anticorpi primari coniugati o primari e
secondari coniugati con fluorocromi: l’anticorpo primario si lega alla proteina di
interesse, in questo caso quella propria della tipologia cellulare che stiamo ana-
lizzando, rivelando la presenza o assenza di quel particolare antigene e quindi la
presenza o assenza di quel particolare lineage cellulare nella nostra coltura.
Quest’analisi viene anche effettuata tramite PCR, andando a estrarre, purificare e
amplificare il DNA delle cellule presenti in coltura per mezzo di primers specifi-
ci per i geni espressi da una particolare classe cellulare. 

Brevi accenni all’isolamento e alla coltura di cellule staminali embrionali

Riporto qui, per completezza del quadro, le modalità di isolamento e coltivazio-
ne di cellule staminali embrionali (Embryonic Stem Cells, ESC).
Vengono ottenute da embrioni allo stadio di blastocisti (Fig. 4); viene isolata
manualmente la ICM (Inner Cell Mass), composta da un piccolo numero di cel-
lule, che darà origine all’embrione vero e proprio, e viene posta in coltura in con-
dizioni tali da indurre la moltiplicazione degli elementi che la compongono. Si
genera così una linea cellulare, proveniente quindi da un solo embrione, una
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popolazione di cellule che contengono lo stesso patrimonio genetico. Le ES
hanno un enorme potenziale proliferativo (e purtroppo una elevata tumorigenici-
tà), possono moltiplicare il loro numero in pochissime ore formando colonie che
contengono migliaia di elementi. Hanno altresì il più vasto potenziale differen-
ziativo attribuibile ad un singolo tipo cellulare: essendo deputate alla formazione
di tutti i tessuti e gli organi dell’individuo adulto devono essere in grado di “tra-
sformarsi” nelle diverse classi cellulari presenti nell’organismo; devono cioè
essere in grado di acquisire la morfologia e le caratteristiche funzionali, come l’e-
spressione di un particolare set di geni, proprio di ciascun tipo di cellula presen-
te nei diversi distretti corporei.
L’allestimento di questo tipo di colture è un processo delicato: è molto forte la
tendenza al differenziamento, non reversibile, indotta molto facilmente da condi-
zioni di coltura stressanti come una variazione di PH, uno sbalzo termico o una
crescita non controllata (crescono più velocemente delle SCs, i passaggi di sub-
coltivazione avvengono in genere ogni 2 giorni).
Crescono in terreni cui viene aggiunto LIF (Leukemia Inhibitory Factor), coadiu-
vante nel mantenimento di uno stato indifferenziato, e/o su monostrati di fibro-
blasti mitomicinizzati, che oltre a fare da supporto trofico se opportunamente
ingegnerizzati forniscono anch’essi LIF.
Lo studio dei meccanismi di differenziamento delle cellule staminali embrionali
è ancora agli inizi e appare più complesso rispetto allo studio delle SCs, proprio
per la grande quantità di fenotipi che è possibile ottenere da queste cellule.
Una delle principali applicazioni future (attualmente in una fase preliminare) che
immaginiamo per le cellule staminali sia embrionali che adulte sarà il trapianto.
In vista di questo scopo si dovranno migliorare le conoscenze dei fenomeni che
regolano, in vitro, la proliferazione ed il differenziamento, lavorando allo scopo
di ottenere protocolli sempre più precisi, che permettano una accurata manipola-
zione e un forte controllo sul comportamento delle cellule coltivate.
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8

Caratterizzazione e manipolazione
ex-vivo delle cellule staminali emopoietiche

La cellula staminale emopoietica (HPSC) è per definizione una cellula capace di
una enorme capacità di automantenimento ed in grado di generare cellule matu-
re di tutte le linee differenziative. Quest’ultimo fenomeno avviene tramite la
generazione di cellule intermedie, commissionate verso una o più linee maturati-
ve, per cui possiedono un grande potenziale proliferativo-differenziativo e, talo-
ra, un piccolo grado di automantenimento. Caratterizzazione e quantificazione di
questi progenitori e delle HPSC sono fondamentali per la comprensione dei mec-
canismi e delle sequenze di automantenimento, proliferazione e differenziazione
per il trapianto, l’espansione ex-vivo e la terapia genica. Fino a poco tempo fa l’a-
nalisi quantitativa delle cellule emopoietiche primitive umane era limitata a saggi
in vitro, come i test clonogenici per cellule formanti colonie (le diverse CFC) o
colture a lungo termine (LTC). Le CFC identificavano soltanto progenitori com-
missionati uni o multipotenti. Le LTC permettono di identificare cellule più pri-
mitive (LTC-IC), capaci di generare colonie mieloidi per almeno 5-12 settimane
di coltura su idonei tappeti stromali. Il saggio trapiantologico del topo è stato fon-
damentale per caratterizzare e definire le cellule staminali emopoietiche più pri-
mitive.
Recentemente, un saggio analogo è stato reso possibile anche per l’uomo. Diversi
gruppi hanno provato a trapiantare cellule staminali emopoietiche in diversi ceppi
murini mutanti, nel tentativo di trovare un modello di trapianto uomo-topo ripro-
ducibile. Ne è risultato che l’iniezione endovenosa di progenitori emopoietici
umani in topi Non Obesi Diabetici con Immunodeficienza Severa Combinata
(NOD/SCID) irradiati subletalmente determina l’attecchimento, nei tessuti emo-
poietici (midollo osseo, milza e timo), di cellule primitive umane, che prolifera-
no e differenziano, producendo numerosi LTC-IC, CFCSs, precursori e cellule
più immature o mature mieloidi, eritroidi, megacariocitarie e linfocitarie anche
senza l’impiego di fattori di crescita esogeni. Le cellule emopoietiche che hanno
determinato l’attecchimento di cellule umane sono state denominate SRC
(Cellule Ripopolanti gli SCID). Le SRC sono biologicamente distinte e molto più
primitive della maggior parte delle LTC-IC e di tutte le CFC.
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Questo saggio sperimentale è molto importante per definire e comprendere molti
aspetti biologici delle cellule staminali emopoietiche umane sia in campo clinico
che sperimentale. Inoltre un concetto è evidente: simbolo della cellula staminale
emopoietica è la sua capacità di ricostituzione emopoietica completa e duratura.
Un altro punto molto importante è l’identificazione di condizioni di coltura in
vitro (o “ex-vivo”), che permettano alle cellule staminali emopoietiche umane di
autorinnovarsi e di espandersi. In particolare il sangue di cordone ombelicale
(CB) ha attratto particolare attenzione come fonte alternativa di cellule emopoie-
tiche per trapianto e terapia genica. Tuttavia, poiché il suo volume è fisiologica-
mente limitato e perciò non sufficiente per trapiantare pazienti adulti, molto inte-
resse è stato concentrato sui tentativi di espandere le HPSC di sangue cordonale
in vitro.
Abbiamo messo a punto un metodo di colture “serum-free” che permette la cre-
scita per lungo termine di cellule emopoietiche appartenenti a tutte le linee cellu-
lari ed anche di quelle più “immature” (CD34+ CD38- Lineage-). Queste cellule
non solo si mantengono fino ad oltre 20 settimane, ma soprattutto si espandono
milioni di volte.
Saggi in vitro (CFU-Bl, CFU-GEMM ed LTC-IC) per “cellule staminali putati-
ve” hanno confermato l’espansione di cellule più immature; ma soprattutto il sag-
gio di ripopolamento in vivo nei topi NOD/SCID, le cosiddette SRC (SCID
Repopulating Cells) ha permesso di quantizzare l’entità dell’espansione delle cel-
lule staminali emopoietiche ripopolanti a lungo termine. Tali cellule sono espan-
se di 70 volte dopo 9-10 settimane di coltura e di migliaia di volte dopo 16 setti-
mane.
L’applicazione in vivo risulterebbe molto importante per il trapianto con sangue
di cordone i soggetti adulti e per la terapia genica.
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9

Modificazione Genetica delle Cellule
Staminali

Il trapianto di cellule staminali geneticamente modificate costituisce un nuovo
approccio terapeutico per numerose malattie del sangue, sia genetiche (immuno-
deficienze, talassemia), che acquisite (AIDS). La modificazione genetica delle
celule staminali del sangue viene realizzata attraverso l’utilizzo di vettori virali,
virus modificati i cui geni vengono sostituiti da quelli terapeutici. Con questa tec-
nologia, due gruppi in Francia, all’Ospedale Necker di Parigi, e in Italia, Al San
Raffaele di Milano, hanno curato con successo più di quindici bambini affeti da
due diverse forme di immunodeficienza grave combinata, una malattia fatale nei
primi anni di vita. Dopo i primi successi, sono emersi tuttavia anche i limiti della
tecnologia, il più grave dei quali è la possibilità di generare tumori nelle cellule
del sangue a causa di attivazione fortuita di oncogèni da parte del vettore tera-
peutico.
Lo scopo delle ricerche in corso è quindi il miglioramento dei sistemi di trasferi-
mento genico, attraverso l’utilizzo di vettori di nuova generazione dotati di profi-
li di efficacia e di sicurezza superiore a quelli attualmente utilizzati. Le nuove tec-
nologie saranno probabilmente disponibili per l’utilizzo clinico nell’arco dei
prossimi tre anni. Va tuttavia sottolineato che, pur con il limiti attuali, la terapia
genica è, nelle applicazioni attuali, una terapia salvavita, che offre in ogni caso
uno standard di sicurezza e un rapporto rischio-beneficio per il paziende di gran
lunga superiori alle alternative terapeutiche esistenti.

1° Corso di formazione avanzata, 8-11-2004
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PLASTICITÀ DELLE CELLULE
STAMINALI SOMATICHE
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10

Basi molecolari della plasticità
differenziativa delle cellule staminali
emopoietiche

La disponibilità della tecnologia dei DNA microarrays ha fornito uno strumento
importante di indagine per lo studio del profilo di espressione di migliaia di geni
contemporaneamente, permettendo quindi di valutare quanti e quali geni sono
accesi in uno specifico contesto cellulare (1). L’analisi comparativa fatta con que-
sta metodologia in contesti cellulari diversi ha permesso inoltre:
a) di affrontare il problema della complessità di programmi genetici quali quel-

lo proliferativo (2);
b) di studiare i meccanismi molecolari che stanno alla base della trasformazione

e progressione tumorale (3);
c) di fare una classificazione molecolare di diversi tumori (4);
d) di correlare l’espressione genica con la prognosi di diverse neoplasie (5);
e) di identificare i geni espressi nel processo di differenziamento (6);
d) di identificare i geni espressi in seguito a trattamenti farmacologici (7), aspet-

to rilevante per la terapia di numerose malattie neoplastiche e non;
e) di studiare meccanismi di regolazione genica non ancora conosciuti (8).

Da anni il nostro laboratorio si occupa dello studio, a livello molecolare, della
mielopoiesi normale e leucemica con particolare interesse alla monocitopoiesi e
granulocitopoiesi (9). Nello studio dell’emopoiesi normale uno dei problemi irri-
solti riguarda i meccanismi molecolari che stanno alla base del differenziamento
della cellula staminale emopoietica multipotente. In particolare i meccanismi di
selezione di linea (lineage commitment) a cellule precursori e la regolazione dei
programmi differenziativi che portano a cellule terminalmente differenziate pro-
fondamente diverse fra loro per morfologia e funzione (processo di maturazione).
L’emopoiesi infatti avviene nel contesto microambientale midollare dove sono
presenti, oltre alle cellule ematiche, anche numerose cellule accessorie responsa-
bili della secrezione di numerose citochine e fattori di crescita emopoietici. Le
cellule staminali emopoietiche dell’adulto (midollari e periferiche) e quelle feta-
li derivate dal sangue del cordone ombelicale hanno caratteristiche biologiche
particolari quali l’autorinnovamento (self- renewal), la capacità di dare origine ai
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precursori delle linee differenziative mieloidi e linfoide (lineage commitment) e
quella di ripopolare il midollo di topi irradiati (engrafment). Più recentemente
numerosi studi hanno evidenziato la capacità della cellula staminale emopoietica
di trans-differenziare, di dare origine cioè a cellule non emopoietiche quali epa-
tociti, cheratinociti, neuroni (developmental plasticity) (10). 
Una delle problematiche aperte è se questi segnali extracellulari siano in grado di
influenzare le cellule staminali nel passaggio a precursori cellulari di specifiche
linee (modello istruttivo) o se permettano semplicemente la sopravvivenza e la
proliferazione di predeterminate cellule staminali (modello permissivo) (11).
Anche se questo secondo modello sembra quello prevalente, la notevole plastici-
tà delle cellule staminali non permette di chiarire questo dubbio. Inoltre recente-
mente è stato proposto un modello in cui la fase di transizione da cellula stami-
nale a precursore multilineare e/o monolineare sarebbe determinato dall’antago-
nismo fra diversi regolatori trascrizionali dell’ematopoiesi (12). Recenti pubbli-
cazioni hanno permesso di caratterizzare mediante lo studio del profilo di espres-
sione genica, il fenotipo molecolare della cellula staminale emopoietica di topo
(13) e umana (14). Una ulteriore problematica aperta è legata ai meccanismi
molecolari che stanno alla base della maturazione terminale delle cellule emo-
poietiche.
In questo studio abbiamo applicato la tecnologia dei DNA microarrays alla carat-
terizzazione molecolare di diverse popolazioni di cellule staminali emopoietiche
anche di recente isolamento come le CD34-/Lin- (15). Mediante l’analisi della
variabilità del trascrittoma abbiamo cercato di correlare le proprietà biologiche di
tali sottopopolazioni di cellule staminali emopoietiche con l’espressione diffe-
renziale di numerose famiglie geniche funzionalmente rilevanti quali fattori tra-
scrizionali, trasduttori del segnale, molecole di adesione, marcatori di superficie,
marcatori del differenziamento e geni ciclo relati. I risultati da noi ottenuti hanno
chiaramente evidenziato che le cellule staminali emopoietiche CD34-/Lin- sono
cellule quiescenti, fuori ciclo, hanno attivato delle vie di trasduzione inibitorie
della proliferazione come quella dell’IL-10 e dell’IL-17. Le cellule staminali
CD34+ sia Lin- che Lin+ sono cellule in ciclo, prevalentemente nella fase G1,
con una attività trascrizionale notevolmente più permissiva in grado di esprimere
geni rilevanti per l’autorinnovamento, il differenziamento e molecole di adesione
importanti per l’engrafment. A conferma di questi dati di espressione, il saggio
clonogenico ha evidenziato che le cellule staminali CD34+ sono sensibili, a dif-
ferenza delle cellule staminali CD34-/Lin-, all’attività mitogenica della trombo-
poietina. Inoltre sono trascritti geni associati alla Fase G1 del ciclo e funzional-
mente coinvolti nella sintesi proteica, nel processamento deli RNA, nel rimodel-
lamento della cromatina, ecc. Anche se non sono ancora noti gli stimoli microam-
bientali che permettono l’entrata in ciclo delle cellule staminali CD34-/Lin- pos-
siamo ipotizzare che il modello di emopoiesi più coerente con i nostri dati sia
quello dell’espansione simmetrica della cellula staminale emopoietica e non
necessariamente il modello di divisione assimmetrica. Inoltre riteniamo che il
modello dell’emopoiesi non sia così strettamente gerarchico come molti autori
sostengono, ma che le propietà biologiche dipendano dallo stato cinetico di tali
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cellule e che la fase G1 sia la più coinvolta nella modulazione dell’espressione
genica alla base dell’attorinnovamento, differenziamento o engrafment e quindi
anche della plasticità differenziativa (16) in accordo con il modello di emopoiesi
proposto da Quesenberry (17). 
Altri studi condotti nel nostro laboratorio hanno riguardato le variazioni del tra-
scrittoma nella fase di commitment (plasticità differenzitiva) che porta la cellula
staminale CD34+ a precursori mieloblastici, monoblastici, eritroblastici e mega-
carioblastici. Il modello sperimentale da noi utilizzato è stato qulle della coltura
in vitro di cellule staminali emopoietiche derivate da sangue di cordone ombleli-
cale, coltivate in presenza di un cocktail di citochine e fattori di crescita tali da
sostenere la loro attività proliferativa e da specifici fattori di crescita per condi-
zionarne il passaggio a precursori. Inoltre sempre utilizzando tale modello in
vitro abbiamo studiato l’importanza della forma attiva della Vit. D3 nel commit-
ment monocitario. I risultati da noi ottenuti hanno messo in evidenza che dosi
fisiologiche di Vit: D3 attivano, mediante la via genomica, ciò attraverso il recet-
tore VDR, il commitment della cellula staminale alla mono-macrofagopoiesi
come dimostrato dal saggio clonogenico in metil-cellulosa e come confermato
dalle variazioni del trascrittoma (18). La purificazione, fatta mediante biglie
immunomagnetiche, di precursori monoblastici CD14+ e mieloblastici CD14- e
lo studio in vitro del loro potenziale proliferativo e differenziativo, studiato
mediante citometria flusso, ha evidenziato che i monoblasti CD14+ hanno una
capacità ciclante molto limitata, 2-3 cicli replicativi, e quindi si arrestano nella
fase G1 del ciclo e differenziano spontaneamente, senza necessità di trattamento
con agenti inducenti quali Vit. D3, TGFb, M-CSF, a macrofagi. I mieloblasti
CD14- conservano invece una notevole capacità ciclante, sono in grado di com-
pletare 12-15 cicli replicativi, e una bipotenzialità differenziativa a mono-macro-
fagi inducibile sia da Vit. D3 e M-CSF per la monocitopoiesi, che ATRA e G-CSF
per la granulocitopoiesi. Lo studio in citometria della coespressione di due mar-
catori di linea come la MPO per la granulocitopoiesi e il CD14 per la mono-
macrofagopoiesi, hanno inoltre dimostrato una transizione continua di precurso-
ri mieloblastici, MPO positivi e CD14-, verso i precursori monoblastici CD14+ e
MPO-. Infatti si osserva la coespressione dei due marcatori in una rilevante per-
centuale di cellule. Questa è una evidenza importante di “lineage swithching” o
“intra hematopoietic plasticity” che si realizza a livello di precursori e non di pro-
genitori (19). La comparazione dei profili di espressione genica dei monoblasti e
dei mieloblasti ha permesso lo studio di una lista notevole di geni differenzial-
mente espressi appartenenti a diverse famiglie funzionali come modellatori della
cromatina, fattori trascrizionali, recettori per fattori di crescita, marcatori di
superficie, proteine dei granuli, molecola di adesione ecc. In particolare fra i fat-
tori trascrizione evidenziati, l’espressione differenziale di MafB, ICSBP1,
CEBPb nei monoblasti colpisce per líentit‡ della loro espressione differnaziale.
La rilevanza funzionale di Maf B nella monocitopoiesi umana è stata dimostrata
da esperimenti di over-espressione mediata da vettori retrovirali, di tale fattore
trascrizionale nel contesto staminale fetale CD34+. Tali esprimenti hanno messo
in evidenza che il programma genetico attivato da MafB nel contesto dei proge-
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nitori CD34+ è specifico dei monoblasti e non dei mieloblasti e questo è confer-
mato anche dal saggio clonogenico in metil-cellulosa (20).
In conclusione possiamo dire che:
1) gli studi delle variazioni del trascrittoma nell’emopoiesi normale umana asso-

ciati a studi funzionali hanno dato informazioni rilevanti riguardo ai meccani-
smi molecolari che stanno alla base delle proprietà biologiche delle diverse
sottopopolazioni di cellule staminali emopoietiche;

2) il modello cinetico sembra che sia alla base delle variazione del profilo di
espressione genica che si ha nelle diverse sottopopolazioni di cellule stamina-
li emopoietiche, e che l’espansione di tali cellule è probabilmente più ricodu-
cible al modello di espansione simmetrica più che asimmetrica. Il modello
cinetico può coesistere con l’ipotesi del modello strettamente gerarchico del-
l’emopoiesi;

3) la plasticità differenziativa delle cellule staminali emopoietiche dipende dagli
stimoli microambientali e dalla capacità ciclante di queste cellule e l’induzio-
ne di fattori trascrizionali è alla base della scelta delle diverse linee differen-
ziative;

4) il lineage swithching è possibile anche a livello di precursori e non solo di pro-
genitori emopoietici.
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11

Rigenerazione dell’endotelio vascolare
da cellule staminali somatiche

Fino ad alcuni anni or sono si riteneva che la vasculogenesi (generazione di nuovo
endotelio dalle cellule progenitrici) fosse limitata al periodo di sviluppo embrio-
nale, mentre nell’adulto la generazione di nuovi vasi (limitata peraltro alla ripa-
razione delle ferite e al ciclo mestruale femminile) fosse ad esclusiva partenza da
cellule endoteliali (CE) mature in un processo denominato angiogenesi. Vi è ora
invece evidenza della presenza di cellule progenitrice endoteliali (CPE) presenti
nel midollo osseo (MO) e nel sangue periferico (SP) durante la vita adulta. 
La presenza di CPE capaci di partecipare alla vasculogenesi è stata dimostrata per
la prima volta da Shi et al (Blood 1998) in un modello canino sottoposto a tra-
pianto di MO. In questi animali l’impianto di una protesi vascolare 6-8 mesi dopo
il trapianto portava alla generazione di nuovo endotelio da parte di cellule del
donatore (identificate grazie a tecniche di biologia molecolare). In un modello di
topo transgenico esprimente un gene marcatore sotto il controllo di un promoter
endotelio-specifico (Flk-1 o Tie-2), CPE derivanti dal MO sono state osservate
nella generazione di nuovi vasi nell’endometrio dopo l’ovulazione, nei vasi tumo-
ri del colon, nelle ferite cutanee e nei foci di neovascolarizzazione marginali agli
infarti del miocardio indotti deliberatamente mediante camping delle coronarie
(Asahara et al., Circ Res 1999). 
Un aumento delle CPE circolanti nel SP (valutate mediante citofluorimetria e/o
tecniche di coltura cellulare) è stato osservato dopo insulto vascolare, malattie
ischemiche, ustioni e nei pazienti neoplastici (Rafii e Lyden, Nat Med 2003;
Mancuso et al., Blood 2001). Queste condizioni sono infatti spesso associate al
rilascio di chemochine o fattori di crescita endoteliali come VEGF, in un com-
plesso meccanismo di mobilizzazione delle CPE dove fattori come le metallo-
proteinasi, le molecole di adesione, i macrofagi e le piastrine giocano un ruolo
rilevante (Heissing et al., Cell 2002).
Le CPE umane possono essere identificate all’interno della più larga popolazio-
ne delle CE circolanti nel SP mediante l’espressione dell’antigene CD133, con-
diviso peraltro dalle CP del sistema emopoietico. Recenti osservazioni sperimen-
tali hanno peraltro confermato la presenza nel modello murino di CP con poten-
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ziale sia endoteliale che emopoietico (Bailey et al., Blood 2004), ma queste cel-
lule sono state identificate come Kit+Sca-1+ Lin- in quanto l’antigene CD133
non è ancora stato sufficientemente studiato nel topo. Oltre che nel MO, sembra
possibile che le CPE risiedano nel parenchima dei vasi sistemici ed in alcuni
organi. Cellule muscolare isolate con il sistema dell’estrusione del colorante
Hoechst (side population cells), infatti, possono generare CE mature (Majka et
al., J Clin Invest 2003).

Il ruolo delle CPE nella rivascolarizzazione

a) Retina e sistema nervoso centrale (SNC)
Il diabete, la nascita pre-termine e la degenerazione maculare sono patologie
associate ad una rivascolarizzazione abnorme a livello retinico. Questa condizio-
ne si può a sua volta associare ad una retinopatia proliferativa. Studi nel topo
hanno dimostrato che la progenie di una singola CPE Sca1+c-Kit+Lin- trasdotta
per la green fluorescent protein (GFP), iniettata in un animale letalmente irradia-
to, può dare origine, dopo ischemia indotta da laser, a nuovi vasi GFP positivi
all’interno della retina (Otani et al., Nat Med 2002). Altri studi hanno inoltre
dimostrato l’incorporazione nei vasi di CPE Lin- iniettate nel vitreo di topi neo-
nati o adulti con retina deliberatamente fotocoagulata. Sorprendentemente, que-
ste cellule si localizzano in prossimità degli astrociti. Queste osservazioni sugge-
riscono dunque un ruolo centrale degli astrociti nella formazione dei vasi della
retina (Grant et al., Nat Med 2002).
La rivascolarizzazione della zona confinante con la lesione è osservata spesso nei
pazienti affetti da ischemia cerebrale. Il trapianto di CPE da donatore maschio in
riceventi femminili , sottoposti successivamente a occlusione delle arterie cere-
brali, ha dato origine ad una predominanza di cellule del donatore nei siti di riva-
scolarizzazione studiati 3 giorni dopo l’occlusione (Hess et al, Stroke 2002;
Zhang et al., Circ Res 2002).

b) Rivascolarizzazione delle protesi vascolari
Le protesi vascolari autologhe (o, in alternativa protesi costituite da matrici acel-
lulari) vengono utilizzate per sostituire le arterie coronarie. La trombosi è una
delle complicanze più temute di questa terapia. Le CPE possono generare delle
EC mature (ad attività anti-trombotica) capaci di ricoprire la superficie delle pro-
tesi Dopo lo studio pilota di She et al. (Blood 1998), cellule di MO sono state
poste in coltura sulle protesi sintetiche prima dell’innesto, generando una super-
ficie funzionale e ad elevata attività anti-trombotica (Kaushal et al., Nat Med
2001). Questo approccio può quindi facilitare il rimodellamento in vivo della
superficie vascolare.

c) Ischemia degli arti
In una serie di studi preclinici, sospensioni cellulari autologhe derivate dal MO,
iniettate nel muscolo gastrocnemio reso deliberatamente ischemico, hanno ripristi-
nato la funzione vascolare (Takahashi et al., Nat Med 1999; Kalka et al., PNAS
2000). Una serie di osservazioni cliniche ha confermato la capacità di sospensioni
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cellulari del MO di ripristinare la vascolarizzazione nei pazienti affetti da ischemia
degli arti (Tateishi-Yuyama, Lancet 2002). Poiché le cellule utilizzate non erano
state in alcun modo purificate, resta tuttavia incerto il contributo relativo delle diver-
se popolazioni (emopoietiche, endoteliali, mesenchimali) presenti nel MO. Va
comunque notato che la rivascolarizzazione degli arti dipende da una neoformazio-
ne bilanciata di vasi arteriosi, venosi e del sistema linfatico, in quanto un deficit di
quest’ultimo sistema porta alla formazione di edemi e/o ulcere. L’utilizzo del fatto-
re di crescita VEGF-C sembra di particolare interesse nel promuovere la adeguata
proliferazione dei vasi linfatici (Yoon et al., J Clin Invest 2003).

d) Rivascolarizzazione del miocardio
Anche se questo argomento viene trattato in maggior dettaglio altrove (Treatment
of ischemic heart disease with adult stem cell infusion, C. Stamm), sembra oppor-
tuno segnalare una serie di studi preclinici e clinici sull’utilizzo delle CPE nella
terapia della malattia ischemica del miocardio. Mentre la presenza di cellule pro-
genitrici miocardio-specifiche - recentemente ipotizzata da Oh et al. (PNAS
2003) - è ancora fonte di controversie, diversi modelli sperimentali hanno per-
messo di osservare una rigenerazione del miocardio e soprattutto del suo sistema
vascolare a partire da cellule progenitrici del MO (Orlic et al., Nature 2001;
Kocher et al., Nat Med 2001). Queste osservazioni hanno promosso una serie di
studi clinici dove CPE prelevate dal MO (e talvolta purificate come cellule
CD133+) sono state utilizzate come supporto all’angioplastica coronaria nei
pazienti affetti da ischemia. (Kawamoto et al., Circulation 2001; Strauer et al.,
Circulation 2002; Assmus et al., Circulation 2002; Kawamoto et al, Circulation
2003; Perin et al., Circulation 2003; Tse et al., Lancet 2003; Stamm et al., Lancet
2003). Nel modello murino, infine, CPE mobilizzate nel SP dalla somministra-
zione di G-CSF sembrano in grado di riparare una serie di danni al tessuto mio-
cardio indotti dall’ischemia (Orlic et al, PNAS 2001). Anche questa ipotesi è in
corso di validazione clinica in una serie di trials internazionali. È inoltre stato
recentemente osservato che l’eritropoietina svolge un importante ruolo di mobi-
lizzazione delle CPE nel SP (Heeschen et al., Blood 2003). 

Il ruolo delle CPE nelle malattie neoplastiche 

La prima prova di principio del ruolo delle CPE nella progressione neoplastica è
stata ottenuto nel modello murino del topo Id1+/- Id3-/-. In questi animali, la mag-
gior parte dei tumori xeno-trapiantati non progrediva a causa di una insufficiente
vascolarizzazione. Dopo un trapianto di midollo da donatore Id1+/+ Id3+/+, invece,
diversi tipi di tumore potevano crescere con una normale vascolarizzazione, evi-
dentemente promossa da CPE derivanti dal MO (Lyden et al., Nat Med 2001).
Studi successivi in questo stesso ed in altri modelli hanno permesso di definire
meglio il ruolo delle CPE nella vasculogenesi tumorale, indicando tra l’altro che
le CPE giocano un ruolo più rilevante nei tumori poco differenziati rispetto a quel-
li più differenziati e che progenitori provenienti dal MO sono responsabili della
stabilizzazione dei vasi tumorali mediata dai periciti (Salven et al., Blood 2004). 
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12

Differenziazione e determinazione
dei progenitori neurali

Una definizione operativa di determinazione che ci deriva dall’embriologia clas-
sica intende una cellula o un insieme di cellule come determinato quando avendo
separato dalla loro sede naturale prima della definitiva differenziazione le cellule
di cui si vuole testare la determinazione, le si trapianta ectopicamente o eterocro-
nicamente e queste, a dispetto di condizioni diverse del microambiente, sono
egualmente capaci di completare la loro differenziazione fino ad assumere lo stes-
so fenotipo e ad esprimere gli stessi antigeni che avrebbero espresso se lasciate
nella loro sede d’origine. 
Questa definizione si applica male ai progenitori neuronali il cui fenotipo carat-
teristico comprende di norma anche le connessioni sinaptiche stabilite reciproca-
mente con altri neuroni. Lo stabilirsi delle connessioni appropriate è, infatti, a
volte forzatamente impossibile, se i precursori neuronali sono trapiantati ectopi-
camente in una sede separata da quella ove risiedono i neuroni pre e post-sinap-
tici che normalmente stabiliscono connessioni con i neuroni derivati dai progeni-
tori trapiantati. Nonostante questo l’albero dendritico e la morfologia dell’assone
d’alcune classi di neuroni mantengono caratteristiche topologiche e geometriche
che ne permettono la riconoscibilità anche in assenza di connessioni appropriate. 
Seppur con queste limitazioni possiamo dunque estendere anche ai neuroni e ai
loro progenitori la definizione operativa di determinazione basata sul trapianto,
chiedendoci se i progenitori neuronali proliferanti presenti nel sistema nervoso
dei mammiferi hanno un destino completamente determinato e non modificabile
dal microambiente in cui avviene il differenziamento
Per rispondere a questa domanda in vivo è necessario poter operare sul sistema
nervoso durante lo sviluppo senza interferire con la gravidanza. Questo è possi-
bile nel ratto e nel topo adottando la tecnica dell’iniezione transuterina sotto con-
trollo visivo (1). Questa tecnica sfrutta la possibilità di transilluminare, una volta
che la decidua si è assottigliata e retratta dal polo opposto a quello placentare, le
strutture del feto attraverso la parete uterina e le membrane extrauterine con una
fibra ottica appoggiata alla parete dell’utero. Nel ratto la retrazione della decidua
è sufficiente a permettere la transilluminazione a partire dal 14.5 giorno di gesta-
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zione (E14.5) mentre nel topo questo avviene a partire da E13. La tecnica Ë stata
impiegata soprattutto per studiare lo sviluppo del sistema nervoso centrale ma
puÚ essere adattata a qualsiasi organo o tessuto dell’embrione come il fegato, gli
abbozzi degli arti, il cuore che sia direttamente visualizzabile. 
La metodica prevede una volta identificato visivamente il bersaglio (per esempio
gli emisferi cerebrali) il suo raggiungimento tramite puntura della parete uterina,
delle membrane e dei tessuti embrionali che lo circondano con un microelettrodo
di vetro il cui diametro esterno non deve superare i 50 micrometri. In questo
modo è possibile iniettare volumi fino a 2 microlitri, volumi maggiori, infatti, si
perderebbero al di fuori del tessuto spandendosi oltre il bersaglio voluto. 
Con questa tecnica a partire dai primi anni novanta è stato possibile effettuare in
tutto il sistema nervoso centrale (CNS) durante lo sviluppo trapianti di progeni-
tori neuroepitelialie dissociati da regioni neurogenetiche attive prima e/o dopo la
nascita. La produzione di topi (2) e ratti (3) transgenici esprimenti costitutiva-
mente in tutti i tessuti una variante (eGFP) intensamente fluorescente della pro-
teina fluorescente in verde della medusa Aequorea victoria ha grandemente sem-
plificato il problema della distinzione delle cellule trapiantate e dei loro eventua-
li discendenti da quelle dell’ospite. Infatti, trapiantando cellule esprimenti il
transgene codificante per l’eGFP in embrioni di ratto non transgenico si possono
distinguere facilmente per la loro fluorescenza le cellule trapiantate. Queste cel-
lule sono inoltre perfettamente visualizzate nella loro complessa morfologia per-
mettendo per esempio di studiare appieno le arborizzazioni dendritiche e assona-
li dei neuroni eventualmente derivati.
Negli ultimi anni abbiamo pertanto applicato sistematicamente questa tecnica di
trapianto intrauterino al sistema nervoso centrale inoculando ectopicamente e/o
eterocronicamente progenitori neurali ottenuti da diverse regioni del sistema ner-
voso al fine di ottenere informazioni riguardanti il loro stato di determinazione.
I neuroni dello strato granulare interno del cervelletto sono generati nel topo nelle
prime 3 settimane della vita post natale dalla migrazione di neuroni immaturi
dallo strato granulare esterno. I neuroni che migrano sono generati dalla prolife-
razione all’interno dello strato granulare esterno di progenitori esprimenti il gene
Math1, che a loro volta sono generati durante la vita embrionale (E12-E15) nello
strato germinativo della fossa romboidale per migrare poi sulla superficie del cer-
velletto in sviluppo a formare lo strato granulare esterno (4). 
Se si disseziona lo strato granulare esterno dal cervelletto dagli strati più profon-
di sia nell’embrione, sia nell’animale postnatale, si può preparare una sospensio-
ne di precursori dei granuli cerebellari relativamente pura. Adottando quindi la
tecnica del trapianto in embrione di ratto sotto controllo visivo si possono inocu-
lare queste cellule in qualsiasi posizione del CNS. Inoculando nel CNS d’em-
brioni di ratto E15 una sospensione di 10 (5) cellule isolate dallo strato granula-
re esterno del cervelletto di topo transgenico esprimente eGFP in tutte le cellule
dell’organismo e sacrificando l’animale ospite dopo la nascita a tempi diversi fino
all’età adulta si nota che le cellule tendono a disperdersi nel tessuto nervoso del-
l’ospite senza particolare preferenza per il tessuto cerebellare formando in alcuni
casi aggregati (cluster) dove le cellule si mantengono mitoticamente attive per
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almeno qualche settimana dopo il trapianto. Riguardo al fenotipo acquisito dalle
cellule trapiantate esso è prevalentemente quello di un granulo cerebellare matu-
ro e questo indipendentemente dalla regione extracerebellare dell’encefalo in cui
si è integrato (5). La conferma del raggiungimento di una differenziazione in
senso appropriato alla regione di provenienza delle cellule indipendentemente dal
microambiente ectopico cui sono continuamente sottoposto in vivo è venuta dalla
dimostrazione del mRNA codificante per la proteina RU49 tipico dei neuroni gra-
nulari e della subunità  6 del recettore per il GABA.
Risultati diversi si sono ottenuti trapiantando nel CNS precursori neuronali isola-
ti dalla superficie cerebellare d’embrioni E12 degli stessi transgenici di topo usati
come donatori per le cellule post-natali. Anche in questo caso le cellule trapian-
tate si sono integrate facilmente in sedi extracerebellari ma non sono stati trovati
granuli in localizzazioni extracerebellari con l’eccezione delle cellule integrate
nella porzione dorsale del tronco una regione con caratteristiche di sviluppo e
neuroanatomiche molto simili a quelle del cervelletto (6). Quando però la stessa
sospensione di cellule prelevate dalla superficie del cervelletto embrionale fosse
invece impianta in vitro in colture organotipiche di strutture telencefaliche con lo
stesso grado di differenziazione di quelle presenti nei ratti ospiti al momento del
trapianto intra-utero si notava la differenziazione di granuli cerebellari anche in
assenza di qualsiasi struttura cerebellare nelle sezioni ospite (5). In conclusione
questi esperimenti indicano la possibilità che precursori dei granuli siano deter-
minati a dare origine ad un fenotipo granulare ben prima di andare incontro all’ul-
tima divisione mitotica anche se almeno in vivo sono necessari fattori permissivi
presenti in sufficiente quantità solo in regioni derivate embriologicamente dalla
porzione dorsale del tronco dell’encefalo (cervelletto, nucleo cocleare dorsale)
perchè possano sopravvivere.
La presenza di precursori neuronali proliferanti ma il cui fato è giù determinato
ed insensibile alle manipolazioni del microambiente è dimostrabile anche in
strutture del CNS esterne al romboencefalo. Durante lo sviluppo del telencefalo
i neuroni che andranno a comporre i nuclei dei gangli della base derivano dalla
proliferazione di cellule contenute nelle eminenze gangliari mediale e laterale. I
neuroni gabaergici di dimensioni medie ricchi di spine dendritiche (MSN,
medium spiny neurons) costituiscono circa il 95% dei neuroni dello striato e
sono generati nel ratto a partire da E14 fino al 1 giorno della vita post-natale. Se
i precursori neuronali contenuti nell’eminenza gangliare laterale di un embrione
di ratto E14 vengono dissociati e trapiantati come sospensione di singole cellu-
le nel CNS di feti di ratto E15-E16 queste cellule sono capaci di integrarsi e
sopravvivere anche al di fuori di strutture di origine telencefalica quali per esem-
pio il midollo oblungato ed il ponte (7). Come nel caso dei progenitori dei gra-
nuli cerebellari, anche i progenitori striatali possono integrarsi come cellule iso-
late o come aggregati (clusters) composti da centinaia - migliaia di cellule deri-
vate dal donatore. Studiando la presenza di marcatori striatali tipici dei MSN
come le fosfoproteine ARPP-21 e DARP-32 si nota che una quota preponderan-
te delle cellule presenti negli aggregati, anche se al di fuori del telencefalo, espri-
mono questi marcatori (7).
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Questo suggerisce che i progenitori striatali, benchË ancora proliferanti, siano già
determinati in quanto una volta trapiantati ed esposti ad un microambiente diver-
so da quello telencefalico sono in grado di riaggregarsi in strutture ectopiche con
caratteristiche anatomiche ed immunofenotipiche del tutto analoghe a quelle tro-
vate nei gangli della base. 
Lo stesso comportamento e cioè, differenziazione in senso appropriato per l’ori-
gine e non la sede del trapianto, è stato recentemente dimostrato per precursori
neuronali derivati dalla neocorteccia8. Anche queste cellule d’origine telencefali-
ca, sempre trapiantate come sospensione di singole cellule possono integrarsi sin-
golarmente o formare aggregati nel tessuto ospite, invariabilmente le cellule con-
tenute negli aggregati si differenziano in accordo con il loro comportamento nella
sede d’origine e non con quello della regione ectopica in cui sono state trapianta-
te (8). 
Anche trapiantando precursori neuronali che provengono da strutture originatesi
da placodi al di fuori della placca neurale, quali i precursori neuronali presenti
nella mucosa olfattiva dell’embrione e dell’adulto, si posono trovare esempi di
progenitori neuronali proliferanti ma già determinati. Infatti, è stato dimostrato
che quando queste cellule sono trapiantate all’interno del CNS embrionale di
ratto E15 le cellule trapiantate possono sopravvivere integrandosi nel tessuto sia
come cellule singole, che apparentemente acquisiscono caratteristiche peculiari al
tessuto dell’ospite in cui si sono localizzate, sia riunendosi a formare aggregati
all’interno dei quali le stesse cellule si differenziano con caratteristiche tipiche
dei neuroni olfattivi quali lo sviluppo di cilia recettoriali, l’espressione di protei-
na marcatore delle cellule olfattive (olfactory marker protein, OMP) tanto da for-
mare un epitelio con caratteristiche simili a quelle della mucosa olfattiva (9).
Queste conclusioni comuni a precursori neuronali proliferanti non hanno solo
importanza per la biologia dello sviluppo ma hanno implicazioni per l’avanza-
mento delle terapie cellulari del sistema nervoso centrale. Infatti, la tendenza dei
precursori neuronali ad aggregarsi spontaneamente dopo il trapianto e a differen-
ziare in accordo con la loro origine invece che con la sede in cui sono stati tra-
piantati, è vera sia nel caso dei trapianti in embrione che in adulti. Per questo
anche nelle applicazioni cliniche la diffusione delle cellule trapiantate a coprire
completamente il territorio afflitto dalla malattia rappresenta ancora un impor-
tante problema che si accentua nell’uomo per le elevate dimensioni delle struttu-
re bersaglio e per il limite nel numero di tracce effettuabili con le canule per l’im-
pianto stereotassico senza aumentare troppo il rischio ulteriore di danno mecca-
nico al tessuto cerebrale o il rischio di sanguinamento (10).
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13

Plasticità delle cellule staminali neurali

Che cosa sono

Sembra incredibile che l’enorme varietà di forme, dimensioni e competenze che
si ritrova tra le cellule dei vari tessuti di un organismo derivi da un unico tipo cel-
lulare “primordiale”, una sorta di “antenato cellulare comune”. Stiamo parlando
delle cellule staminali embrionali, cioé di quelle cellule che, pur contenendo tutte
le informazioni genetiche necessarie per dar origine a qualunque cellula dell’or-
ganismo adulto e per dirigere il loro organizzarsi in tessuti, organi ed apparati,
sono assolutamente indifferenziate, prive di qualunque “specializzazione” di tipo
strutturale o funzionale.
«Le cellule staminali embrionali, presenti solo nell’embrione di pochi giorni sono
le uniche cellule veramente “totipotenti”, capaci cioé di dare effettivamente ori-
gine a tutti i tipi di cellule presenti nell’organismo. Le cellule staminali embrio-
nali degli animali e dell’uomo possono essere isolate e coltivate in laboratorio. In
opportune condizioni di coltura, possono proliferare per diversi anni e produrre
un gran numero di cellule sempre uguali tra loro, e sempre assolutamente indif-
ferenziate e totipotenti. Se, ad un certo punto si vuole ottenere una cellula della
pelle, del cuore o del sangue, “basta” esporre un gruppetto di cellule staminali
embrionali a particolari sostanze in grado di dirigerne il differenziamento nella
direzione desiderata e attendere che le cellule inizino a dividersi. Ogni cellula sta-
minale iniziale allora, dividendosi, darà origine a due cellule figlie, una ancora
staminale totipotente, l’altra indirizzata verso una particolare via di differenzia-
mento.
Ma le cellule staminali non sono solo queste. Ne esistono, infatti, almeno altri due
tipi di cellule staminali: le staminali fetali e le staminali somatiche adulte.
«Le prime si trovano sempre nell’embrione, ma uno stadio di sviluppo più avan-
zato delle staminali embrionali vere e proprie. Queste cellule sono ancora in
grado di moltiplicarsi rapidamente, ma sono un pò più specializzate rispetto alle
staminali embrionali e non possono dar origine proprio a tutti i tipi di cellule pre-
senti nell’organismo. Si dice, quindi, che sono “pluripotenti”, ma non “totipoten-
ti”. Anche queste cellule, isolate dall’embrione e poste in coltura possono essere
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mantenute in laboratorio per alcuni anni e, se necessario, indotte a differenziarsi. 
Le cellule staminali somatiche adulte, invece, come dice il nome, sono presenti
nei tessuti degli animali adulti, uomo compreso. Queste cellule sono ad un livel-
lo di differenziamento decisamente più avanzato rispetto alle cellule staminali
embrionali e alle staminali somatiche embrionali, ma non sono completamente
specializzate per svolgere una certa funzione e mantengono ancora una certa
capacità di dar origine a tipi cellulari differenti. I ricercatori, però, non sono anco-
ra riusciti a stabilire i limiti di questa potenzialità residua». Per esempio, si sa da
tempo che nel midollo osseo, esistono cellule staminali somatiche adulte capaci
di dar origine ai globuli rossi, ai linfociti, alle piastrine, alle cellule della cartila-
gine e delle ossa, o che negli strati più profondi della pelle esistono altre cellule
staminali adulte capaci di differenziarsi in cellule dell’epidermide. Si sa, cioè, che
le cellule staminali adulte presenti in un certo tessuto sono in grado di differen-
ziarsi in tutti i tipi cellulari tipici di quel tessuto. Negli ultimi anni, però, ci sono
sempre maggiori evidenze che una cellula staminale adulta di un certo tessuto,
isolata e coltivata in laboratorio in opportune condizioni, può essere indirizzata
verso vie di differenziamento diverse». Il che significa, per esempio, che una cel-
lula staminale presente nel cervello adulto può essere indotta a svilupparsi in una
cellula muscolare o in una cellula del sangue, anziché in una cellula nervosa. I
ricercatori hanno chiamato questo fenomeno “transdifferenziamento”. Quindi,
finché le cellule staminali adulte sono confinate all’interno del loro tessuto origi-
nario, la loro unica possibilità è di differenziarsi in cellule di quel tessuto. Ma se
vengono prelevate e coltivate in laboratorio, il loro destino sarà dettato non tanto
dalla loro origine embrionale, quanto dai segnali biochimici che si ritrovano nel-
l’ambiente.

A cosa servono

Le cellule staminali adulte possono essere considerate “cellule di riserva”, serba-
toi da cui i tessuti del nostro corpo possono attingere per sostituire le cellule trop-
po vecchie, o troppo usurate per continuare a svolgere la loro funzione. Su que-
ste cellule si basano, quindi, il rinnovamento fisiologico dell’organismo e la pos-
sibilità di riparare danni che determinano una perdita di materiale organico, come
un’abrasione o un’ulcera.
Fino ad una decina di anni fa, si riteneva che la possibilità di rinnovarsi non fosse
una caratteristica comune a tutti i tessuti dell’organismo. Il tessuto nervoso, per
esempio, era considerato un tessuto non rinnovabile. In pratica, si riteneva che i
neuroni presenti alla nascita potessero crescere, svilupparsi, invecchiare e mori-
re, ma mai, in nessun caso, essere sostituiti. Questo perché nel cervello non erano
mai state trovate cellule staminali. Adesso, però, sappiamo che non è così. Nel
1992, infatti, sono stati trovati piccoli serbatoi di cellule staminali anche in alcu-
ne zone molto profonde e ben delimitate, in corrispondenza dei ventricoli cere-
brali. Quindi, anche se raramente e solo in alcune parti del cervello, il processo
di sostituzione e rinnovamento può avvenire. Ed è una scoperta di non poco conto
perché apre la strada a nuove, straordinarie possibilità terapeutiche.
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Prospettive terapeutiche e difficoltà attuali

Se si considerano contemporaneamente la possibilità del cervello di rinnovare i
propri neuroni a partire dalle cellule staminali e quella di produrre queste cellule
staminali in laboratorio, viene spontaneo pensare di poter utilizzare le cellule sta-
minali coltivate in laboratorio per riparare i danni indotti da malattie degenerative
del sistema nervoso, come il morbo di Parkinson, l’Alzheimer, la sclerosi multipla
o la sclerosi laterale amiotrofica. Ma le potenzialità delle cellule staminali sono
ancora più ampie, perché lo stesso approccio potrebbe essere utilizzato anche per
sostituire cellule in altri organi e, quindi, anche per curare patologie come il dia-
bete, dovuto alla morte delle cellule delle isole pancreatiche che producono l’in-
sulina, o riparare i danni apportati al tessuto cardiaco da un’ischemia o da un infar-
to. Questo nel caso si isolassero cellule staminalli da questi tessuti/organi.
Con le cellule staminali cerebrali si aprirebbe anche la possibilità del trapianto
autologo, o autotrapianto, eliminando molti dei problemi di compatibilità immu-
nologica o di rigetto. Di conseguenza non sarebbe più necessaria la terapia immu-
nosoppressiva, indispensabile invece nel caso di trapianto di cellule da un dona-
tore estraneo. Il problema è che, per esempio, per curare le malattie degenerative
del sistema nervoso bisogna prelevare le cellule staminali dal cervello, farle cre-
scere in coltura e reimpiantarle nel cervello del paziente nella zona giusta. È un
lavoro che si sta già facendo negli animali, a livello sperimentale, ma è tutt’altro
che semplice e l’esito è ancora da verificare. A maggior ragione questo è vero per
l’uomo, che dovrà attendere ancora qualche anno, probabilmente non pochissimi,
prima di poter usufruire di queste tecniche.
Lo studio delle cellule staminali offre anche l’occasione di approfondire la cono-
scenza dei meccanismi di differenziamento cellulare, aprendo la strada allo svi-
luppo di strategie terapeutiche di “riparazione minimamente invasiva” estrema-
mente interessanti. «Le cellule staminali adulte potrebbero, infatti, essere indotte
a differenziarsi somministrando in situ i segnali biochimici capaci di indirizzarle
verso la forma desiderata. Le sostanze in questione verrebbero, cioè, iniettate
direttamente in un serbatoio di cellule staminali presente in un certo tessuto del
paziente, senza il bisogno di prelevarle, trattarle in laboratorio e poi reinserirle nel
“posto” giusto. Questo approccio potrebbe essere molto utile per curare malattie
come il morbo di Parkinson, la sclerosi multipla ed altre ancora. Nel caso del
Parkinson, per esempio, le cellule staminali già presenti nel cervello della perso-
na malata potrebbero essere indotte a differenziarsi e a rimpiazzare quelle dege-
nerate della substantia nigra, con una semplice iniezione. È bene ribadire, però,
che oggi queste sono solo tecniche in fase sperimentale. Per poterle applicare in
ambito clinico è necessario capire tutti i passaggi del processo di differenzia-
mento e individuare tutti i fattori capaci di influenzarlo».
Comunque, in questo contesto, sono stati recentemente fatti passi da gigante. In
particolare, nell’Aprile del 2003, il nostro gruppo, in collaborazione con quello
diretto da Gianvito Martino, sempre del San Raffaele, ha dimostrato l’enorme
potenziale terapeutico delle staminali cerebrali nel contesto dello sviluppo di cure
innovative per la sclerosi multipla. Nel dettaglio:
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La sclerosi multipla è una malattia neurologica altamente invalidante che colpi-
sce .... milioni di persone in tutto il mondo. 
Attualmente, in Italia, i pazienti con sclerosi multipla sono circa 50 mila, a cui si
aggiungono ogni anno circa 1.800 nuovi casi. L’esordio si registra preferenzial-
mente nella fascia d’età che va dai trenta ai 50 anni. La causa esatta della sclero-
si multipla è tutt’ora sconosciuta. Si sa che dipende dall’instaurarsi di eventi
infiammatori che portano alla distruzione della guaina mielinica, il materiale
gelatinoso che riveste i nervi e che è essenziale per la corretta trasmissione degli
stimoli nervosi. La mielina funziona da isolante, più o meno come il rivestimen-
to dei cavi elettrici, e quando viene distrutta dalla malattia le cellule nervose non
riescono più a comunicare tra loro né con gli organi periferici, in particolare con
i muscoli. Nei pazienti affetti da sclerosi multipla, la progressiva distruzione della
mielina in varie aree del cervello e del midollo spinale determina l’accumularsi
di handicap psico-fisici gravi e permanenti.
Le uniche terapie sviluppate fin’ora sono indirizzate a contrastare la reazione
infiammatoria e si basano principalmente sulla somministrazione di farmaci
immunosoppressori e immunomodulanti. Questo approccio ha, però, un’utilità e
un’efficacia limitate e può rallentare l’evoluzione nella malattia solo se questa
viene colta nelle fasi precoci. Poco o nulla può fare, invece, negli stadi più avan-
zati né per riparare i danni già presenti. Inoltre, non andando ad agire sulla causa
del disturbo, non è una terapia risolutiva.
La nostra sperimentazione, condotta in roditori affetti dalla forma sperimentale di
sclerosi multipla, ha dimostrato come le cellule staminali cerebrali, una volta
iniettate per via endovenosa o intracerebrale, sono in grado di raggiungere selet-
tivamente le aree del cervello e del midollo spinale colpite dal processo infiam-
matorio-demielinizzante e di ricostruire la mielina che in queste aree è danneg-
giata. Per di più la ricostruzione è rapida (richiede circa un mese dall’iniezione di
cellule) e si esplica soprattutto quando le staminali vengono iniettate dopo l’in-
sorgenza della malattia. La nuova mielina riesce a riavvolgere in maniera appro-
priata i nervi denudati dalla sclerosi, determinando il ripristino della normale con-
duzione degli impulsi da parte dei nervi danneggiati. 
Il risultato è stato che i topi paralizzati dalla malattia dopo un mese dal tratta-
mento hanno ricominciato a camminare.
L’elemento innovativo dello studio è stata la dimostrazione che semplicemente
iniettando in un vaso sanguigno periferico, nel nostro caso a livello della coda del
topo, le cellule staminali cerebrali adulte si ottiene una ricostruzione, sia anato-
mica sia funzionale, della guaina mielinica in più aree danneggiate del sistema
nervoso. E, soprattutto, che in poco tempo si assiste ad un significativo migliora-
mento della malattia, sia dal punto di vista clinico sia neurofisiologico. La ragio-
ne per cui le cellule staminali cerebrali adulte si comportano in questo modo sem-
bra essere legata alla loro particolare natura. Infatti, normalmente queste cellule
risiedono nel cervello adulto dove svolgono funzione di mantenimento dell’inte-
grità del tessuto cerebrale. Non è chiaro il motivo per cui le cellule staminali che
già si trovano nel cervello dei topi malati non riescano di per sé a riparare le lesio-
ni. L’ipotesi più probabile è che la cronicità dell’evento infiammatorio, tipico
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della sclerosi multipla, possa esaurire con il tempo la riserva naturale di stamina-
li cerebrali.
Inoltre, il meccanismo con cui queste cellule raggiungono le aree danneggiate del
sistema nervoso e le riparano, dopo iniezione in vena, è legato alla presenza sulla
loro superficie di molecole di adesione. Queste ultime funzionano da “sensori del
danno”: percepiscono i segnali di pericolo inviati dalle cellule nervose lesionate
dalla sclerosi multipla e indirizzano le staminali nelle zone da riparare. Ciò signi-
fica che le cellule staminali iniettate si localizzano e si attivano solo su richiesta,
cioè solo quando è presente la reazione infiammatoria indotta dalla malattia. In
condizioni di scarsa infiammazione le cellule staminali non fanno nulla, come se
sapessero che non c’è bisogno di loro. Non è un dettaglio da trascurare: in questo
modo, il nuovo approccio terapeutico è potenzialmente in grado di agire in modo
mirato nelle fasi avanzate della malattia, per le quali oggi non si hanno rimedi a
disposizione.
Infine, le cellule staminali iniettate hanno dimostrato di essere in grado, non solo
di determinare una riparazione diretta del danno, creando nuova mielina, ma
anche di influenzare le capacità autoriparative del tessuto malato in cui si inte-
grano. Normalmente, il tessuto cerebrale danneggiato reagisce ai trattamenti cica-
trizzando la zona colpita: ciò significa che la parte di cervello interessata viene
irrimediabilmente persa. Quando si iniettano le cellule staminali, invece, la cica-
trizzazione viene inibita in favore dell’attivazione delle cellule ancora vitali pre-
senti nel cervello dell’animale malato. Queste ultime iniziano così a produrre
mielina e moltiplicarsi, contribuendo alla riparazione del danno. 
Non sappiamo ancora se la cura, per ora sperimentata solo su topi da laboratorio,
darà risposte paragonabili anche nell’uomo. È interessante, però, notare che per
la prima volta abbiamo a che fare con una terapia che ripara anziché danneggia-
re, come invece avviene nel caso delle terapie immunosoppressive attualmente
utilizzate, indirizzate a indebolire la reattività del sistema immunitario. Inoltre è
un approccio terapeutico che, contrariamente ai farmaci, agisce in modo naturale
perché sfrutta le normali capacità riparative delle cellule staminali, limitando così
gli effetti collaterali. Anche se i presupposti ci sono tutti, la strada da percorrere
è lunga. La prossima tappa sarà la sperimentazione sulle scimmie sulle quali ver-
ranno utilizzate cellule staminali prelevate dal tessuto cerebrale umano, che for-
tunatamente sono già disponibili. Se questa fase ci porterà ai risultati sperati,
potremo passare alle prime sperimentazioni sull’uomo, ma sarà necessario atten-
dere non meno di altri cinque anni. Non resta che avere pazienza, dunque, e un
pizzico di ragionevole speranza.
Le cellule staminali, per ora, ci stanno facendo intravedere soluzioni terapeutiche
impensabili fino a qualche anno fa, ma non danno ancora solide garanzie di affi-
dabilità. Al di là dell’entusiasmo per le nuove scoperte, quindi, ci si deve sempre
ricordare che serve tempo per passare dai laboratori di biologia ai reparti di un
ospedale. 
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14

Differenziazione di midollo osseo umano
adulto in cellule muscolari scheletriche

Base di partenza scientifica

Numerosi lavori riportano dati riguardanti la plasticità delle cellule staminali da
midollo osseo (capacità di differenziare in tipi cellulari diversi dal tessuto d’ori-
gine) sia in vitro che in vivo. In particolare, il trapianto di midollo in toto per via
sistemica in animali letalmente irradiati o l’iniezione di cellule direttamente nel
muscolo danneggiato portano all’attecchimento di cellule muscolari di origine
ematopoietica. Oltre al midollo in toto, per questi esperimenti sono state utilizza-
te popolazioni selezionate per markers di superficie o caratteristiche funzionali. I
tipi cellulari utilizzati si possono suddividere in due principali categorie:

← cellule mesenchimali (MSCs) ottenute per aderenza su plastica:

Nel 1976, Friedenstein (1) dimostra che una piccola frazione di cellule presenti
nel midollo osseo che aderisce sul fondo di una piastra di coltura, possiede carat-
teristiche di multipotenzialità essendo in grado di differenziare in osteoblasti,
condrociti e adipociti. Nel 1995 Wakitani (2) differenzia, benché sporadicamente
e con bassa efficienza, MSCs di ratto in muscolo scheletrico in vitro usando la 5-
azacitidina, un analogo della citidina noto per indurre ipometilazione del DNA e
quindi probabilmente in grado di attivare geni specifici. La 5-azacitidina è stata
recentemente utilizzata con buoni risultati anche su particolari precursori multi-
potenti (MAPCs) da Reyes et al. (3). Nel 1999, Phinney et al. (4) ottengono sem-
pre in vitro, cellule muscolari da MSCs dopo trattamento con amfotericina-B. Il
potenziale miogenico delle MSCs è stato parzialmente dimostrato anche in vivo
(5, 66).

← cellule emopoietiche CD45+:

Cellule muscolari scheletriche possono essere ottenute in vivo anche dalla frazio-
ne non aderente del midollo. Ferrari et al. (5-7) dimostrano la rigenererazione
muscolare di fibre galatossidasi positive derivanti da topi donatori transgenici
MLC3F-lacZ dopo il trapianto direttemente in muscolo sia di midollo in toto che
della sua frazione non aderente. Il muscolo danneggiato è inoltre in grado di
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richiamare cellule a potenziale miogenico dal circolo sanguigno. Infatti, se il
midollo di topi MLC3F-lacZ viene trapiantato in topi letalmente irradiati, si
osservano nel muscolo del topo ricevente fibre galattossidasi positive. Il poten-
ziale miogenico delle cellule CD45+ è stato riconfermato da diversi autori (8) uti-
lizzando anche sottopopolazioni di cellule emopoietiche selezionate per caratte-
ristiche di staminalità. Una popolazione di cellule staminali emopoietiche dette
“side population” (SP) fenotipicamente Sca-1+, c-Kit+, CD45+ e caratterizzate
da un’elevata capacità di estrudere il colorante vitale Hoechst 3042 (9) se tra-
piantata in topi irradiati contribuisce alla rigenerazione muscolare (10) anche a
livello di singola cellula (11). Diversi studi riportano inoltre, dopo trapianto sia di
midollo in toto (5, 12, 13) che di cellule da SP (12) in topi mdx, la formazione di
fibre muscolari da donatore distrofina positive.
Tuttavia, rimangono ancora molti punti da elucidare nello studio della plasticità
delle cellule emopoietiche in senso muscolare:
o L’individuazione di una cellula midollare mutipotente rimane controversa. Non
è stato identificato nessun marcatore che caratterizzi in modo inequivocabile un
precursore miogenico nel midollo osseo.
o La maggioranza dei dati pubblicati riguardano studi in vivo eseguiti nel topo.
Un solo lavoro riporta dati riguardanti la presenza di fibre distrofina positive da
donatore in biopsie muscolari di un paziente affetto da distrofia muscolare dopo
trapianto di midollo (14).
o Esistono pochi dati in vitro e che prevedono essenzialmente l’utilizzo di una
sostanza demetilante, la 5-azacitidina per il differenziamento miogenico.
o Mediamente, l’efficienza del trapianto di cellule emopoietiche è bassa con una
percentuale di fibre muscolari tra 0.1% e 1%.
o La conversione miogenica di cellule emopoietiche potrebbe essere spiegata
attraverso un meccanismo di fusione come ipotizzato per molti tessuti (15, 16).
Questo fenomeno sembra avvenire solo a basse frequenze tra cellule emopietiche
e muscolari (18) (fatta eccezione per le MSCs) (17).

Scopo del lavoro

Ci si propone di 
- identificare nel midollo osseo umano adulto un popolazione di cellule capaci

di differenziare in senso miogenico (cellule muscolari scheletriche).
- mettere a punto una metodica di differenziamento miogenico in vitro.

Materiali e metodi

- Sono state utilizzate cellule midollari in toto ottenute da frammenti costali
prelevati da 36 pazienti sottoposti a chirurgia toracica o cellule mononucleate
da midollo osseo di 29 donatori per trapianti allogenici previo consenso infor-
mato.

I frammenti costali sono stati ripuliti mediante “flushing” e le cellule cosi otte-
nute seminate in fiasca. Cellule mononucleate sono state ottenute per separazio-
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ne su gradiente da campioni di midollo osseo da aspirati midollari da cresta ilia-
ca. Un numero variabile da 1 a 3X106 cellule per cm2 sono state coltivate in ter-
reno DMEM con l’aggiunta di 10% di siero fetale bovino (FCS).
Settimanalmente, il surnatante delle colture è stato riseminato in una nuova fia-
sca e terreno fresco aggiunto alla fiasca originale. Le frazioni aderenti (A1, A2,
A3) e i surnatanti (NA1, NA2, NA3) di queste colture sono stati quindi osservati
al microscopio per la presenza di miotubi e analizzati, in situ o dopo tripsinizza-
zione, con metodiche immunocitochimiche, di Western Blot e Real-time RT-PCR
per la presenza di marcatori muscolo specifici.

Risultati

Dall’osservazione morfologica al microscopio ottico rovesciato delle cellule col-
tivate è emerso che nella maggior parte delle colture, le cellule mostrano una mor-
fologia tipicamente stromale con presenza di sporadiche cellule binucleate. In
nessuno dei casi analizzati sono stati osservati miotubi nelle colture derivate dal-
l’adesione di cellule della prima e della seconda settimana di coltura. Nelle fra-
zioni A3 e A4 da costa e cresta iliaca sono state osservate numerose strutture mul-
tinucleate simili a miotubi nel 19.4% (7 su 36) delle coste e 3.4% (1 su 29) delle
creste ilache. Quando presenti, ricoprono il 50-80% della superficie delle fiasche
(Fig. 1) e risultano fortemente positive in immunocitochimica per desmin, a-sar-
comeric-(a-SR) actin, M-cadherin, slow myosin heavy chain, dystrophin, N-
CAM, and myogenin. L’espressione di CD90 osservata nelle cellule mononu-
cleate è invece assente nei miotubi (Fig. 2).
Lo studio mediante immunocitochimica dei campioni al tempo zero e delle varie
frazioni aderenti ha evidenziato i seguenti risultati:
Le cellule midollari al T0 mostravano una negatività per la presenza di marcato-
ri specifici di cellule muscolari quali la desmina. Dall’analisi sia delle frazioni
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aderenti che dei surnatanti si è invece riscontrata una percentuale di cellule
desmina positive tra lo 0 e il 6.5% (Tab. 1 e Fig. 3).

Tab. 1

T0 A1 NA1 A2 NA2 A3 NA3

Costa 0 6.3 0.5 6.4 0.1 0 0.2

Cresta Iliaca 0 0.5 0.05 2.2 0.025 6.5 -
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Fig. 2

L’analisi in citofluorimetria a flusso
mostra la presenza di una piccola per-
centuale di cellule positive per marcatori
i miogenici desmina e N-CAM al T0 co-
esprimenti il CD45 e un leggero aumen-
to di queste popolazioni nella la frazione
NA1 rispetto al T0 (Tab. 2). 
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Tab. 2

Cresta Iliaca T0 NA1 Costa T0 NA1

CD45 85.37±7 60.27±7 CD45 71.48±24 34.34±16

CD133 1.60±0.5 0.38±0.28 CD133 1.35±0.99 0.46±0.6

CD34 1.75±0.7 0.48±0.1 CD34 1±0.43 0.18±0.18

CD14 12.46±1 17.60±5.6 CD14 5.41±1.44 3.6±1.7

N-CAM 2.3±1.64 2.62±2 N-CAM 1.45±0.9 1.03±1.3

Desmina 0.81±0.4 1.46±1.2 Desmina 0.65±0.25 1.41±1.9
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Fig. 4

Cellule mononucleate da midollo osseo adulto separate immunomagneticamente
per la presenza del marcatore N-CAM hanno mostrato una doppia positività
anche per desmin e Myf5 (Fig. 4).
I campioni al T0 e le frazioni NA1 sono inoltre stati analizzati mediante Western
Blot per l’espressione dei seguenti marcatori: desmin, slow myosin heavy chain
(MyHC), α-sarcomeric- (α-SR) actin (Novocastra) mostrando una certa variabi-
lità per l’espressioni di questi marcatori tra i vari campioni analizzati (Tab. 3).

Tab. 3  

Desmina MyHC α-SR-actin

BM da Cresta iliaca e Costa T0 - - 75%

NA1 43% - 100%

I campioni a T0 e le frazioni non aderenti sono invece stati analizzati mediante
Real-time RT-PCR per la presenza di Myf5, MyoD, myogenin, and desmin.
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Tutti campioni analizzati risultano positivi per tutti i marcatori analizzati con un
aumento di 10 volte dell’espressione nelle NA rispetto al T0 (Fig. 5).
Il trapianto nella zampa tibiale anteriore di cellule midollari umane in toto in topi
immunodeficienti (10 NOD-SCID e 12 NOD/RAG) previamente trattati con car-
diotossina per indurre degenerazione muscolare ha evidenziato, a due mesi dal
trapianto, la presenza di cellule muscolari derivanti da midollo osseo umano
anche se in bassa percentuale (da 0.06 Õ 0.06 a 0.19 Õ 0.1) esprimenti distrofina
umana e positive in FISH per la presenza di centromeri umani. 

Conclusioni

Si dimostra la pre-esistenza nel midollo osseo di cellule a potenziale miogenico
in grado di differenziare in vitro sporadicamente, ma con alta efficienza, in mio-
tubi positivi per la maggior parte dei marcatori muscolo specifici. Da queste cel-
lule si è ottenuta differenziazione in senso miogenico nel 20% degli esperimen-
ti con una metodica colturale semplice e senza l’utilizzo di sostanze differen-
zianti (5 azacitidina, amfotericina-B, ecc…). Questa metodica di preplating, uti-
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lizzata anche per la coltura di mioblasti da muscolo scheletrico, consiste nel
“purificare” le cellule facendo aderire la frazione mesenchimale del midollo nei
primi passaggi di coltura. Si è inoltre osservato un aumento del numero di cel-
lule desmina e N-CAM positive co-esprimenti il CD45 nelle varie frazioni che
potrebbero, per le loro caratteristiche fenotipiche, essere quelle che danno mio-
tubi in vitro. I nostri dati confermano quindi l’ipotesi che le cellule a potenziale
miogenico sembrano risiedere nella frazione CD45+ del midollo, in quanto
viene utilizzata la popolazione cellulare che viene eliminata in una normale ade-
renza su plastica.

Punti ancora da chiarire

- Data l’eterogeneicità delle popolazioni analizzate, non è stato possibile carat-
terizzare in modo preciso la popolazione a potenziale miogenico.

- Non è possibile escludere totalmente la possibilità di una contaminazione dei
campioni da cellule miogeniche in particolare per quanto riguarda i campioni
da costa.

- Per chiarire ulteriormente la differenziazione osservata in vitro, il trapianto nel
topo verrà effettuato con le cellule delle varie frazioni aderenti e non aderen-
ti. In questo modo, sarà possibile verificare se queste consentono di ottenere
un aumentata percentuale di fibre umane distrofina positive rispetto al tra-
pianto di cellule di midollo in toto.
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15

Danno tessutale e induzione di plasticità,
transdifferenziazione, fusione cellulare

Plasticità della cellula staminale adulta

Le cellule staminali, ivi comprese quelle ematopoietiche, non solo generano cel-
lule appartenenti al proprio tessuto d’origine, ma sono anche in grado di diffe-
renziasi in cellule appartenenti ad altre linee cellulari e ad altri tessuti, persino
derivanti da un altro foglietto embrionale. Le condizioni che le cellule staminali
debbono soddisfare per dimostrare che si sono realmente differenziate in cellule
di altro tessuto possono essere così elencate: la loro origine deve essere compro-
vata da studi di marcatura genica ed ibridazione in situ (FISH), nessuna o scarse
manipolazioni in vitro, acquisizione delle caratteristiche morfologiche e funzio-
nali proprie del tessuto in cui si trovano integrate.
Particolarmente interessanti sono i risultati delle ricerche condotte nel topo da
Krause et al., 2001. Le tappe di questi esperimenti comportano il trapianto di cel-
lule midollari murine maschili Lin- marcate con PKH26 in riceventi di sesso fem-
minile, seguito due giorni dopo il trapianto dal recupero per sorting delle cellule
PKH26 positive reperibili nel midollo del ricevente, con successivo secondo tra-
pianto di una singola cellula PKH26 positiva in 30 riceventi di sesso femminile.
I risultati ottenuti dimostrano che cellule maschili (0.19-3.39%) con positività per
la citocheratina erano presenti a livello dell’esofago, stomaco, piccolo e grande
intestino, dotti biliari e cute, mentre nel polmone il 20% circa delle cellule pre-
sentava il cromosoma Y ed esprimeva mRNA per il surfattante B, forse per il
danno indotto dalla radioterapia.
La frequenza del ritrovamento di cellule midollari del donatore in tessuti non
ematopoietici del ricevente, dopo danno tessutale di vario tipo in esperimenti con-
dotti nel topo, è riassunta in Tab. 1:
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Celluna staminale Tessuto Danno indotto da Frequenza Autore

esaminato

Midollo osseo Macro TBI 0.5-2% Eglitis e Mezey,

e microglia 1997

Midollo osseo Muscolare Esercizio fisico 3.55% LaBarge e Blau,

2002

Midollo osseo Neuroni TBI 0.2-0.3% Brazelton, 2000

Midollo osseo Neuroni TBI 0.3-2.3% Mezey, 2000

Midollo osseo Epatociti TBI 2.2% Thiese, 2000

Kit+Thy1.1ba Lin- Fegato TBI+difetto genico 30-40% Lagasse, 2000

Lin-Kit al. Cuore/vasi Legatura coronarie 54% Orlic, 2001

La plasticità di cellule staminali adulte non ematopoietiche è dimostrata dai risul-
tati di alcune interessanti ricerche sperimentali ormai non più recenti: cellule neu-
rali murine possono ricostituire l’ematopoiesi in topi sottoposti ad irradiazione
sub-letale (Bjornson et al., 1999); cellule neurali murine possono dare origine a
tutti e tre i foglietti embrionali se iniettati nella morula di topo (Clarke et al.,
2000); nel topo una popolazione cellulare residente nella muscolatura scheletrica
possiede una potenzialità ematopoietica (Jackson et al., 1999).
Per quanto riguarda i risultati di studi condotti nell’uomo, la Tab. 3 riporta la fre-
quenza del ritrovamento di cellule del donatore in tessuti del ricevente:

Tessuto Cellule del donatore Frequenza Autore

trapiantato ritrovate

Midollo osseo Osteoblasti 1.5-2% Horwitz, 1999

Midollo osseo Epatociti 2.2% Thiese, 2000

Midollo osseo Epiteli gastro-enterici 0-4.6% Okamoto, 2002

C. stam. circol. Epatociti, digerente, cute 0-7% Korbling, 2002

Cuore Cardiomiociti, endoteli 20%, 15% Quaini, 2002

Cuore Cardiomiociti, endoteli 0.04%, 25% Laflamme, 2002

Cuore Cardiomiociti 0.2% Meller

Induzione di plasticità, transdifferenziazione,
contaminazione, fusione cellulare

Il principale induttore della plasticità cellulare è senz’altro il danno tessutale. Le
cellule staminali vengono richiamate nell’area danneggiata da citochine liberate-
si nella sede stessa del danno tessutale. Lo “stromal derived factor-1?” (SDF-1α)
e il suo recettore CXCR4 svolgono in tal senso un ruolo cruciale: intervengono in
modo determinante nei meccanismi di accasamento (“homing”) della cellula sta-
minale nel midollo osseo; gli epatociti del fegato danneggiato esprimono SDF-
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1α; la cellula ovale esprime CXCR4 ed il livello di espressione di SDF-1α può
funzionare da gradiente per il richiamo della cellula ovale stessa nell’area epati-
ca danneggiata (Hatch et al., 2002).
La transdifferenziazione di cellule staminali già commissionate verso altre linee
cellulari potrebbe essere un modello per spiegarne la plasticità. Tuttavia è da sot-
tolineare che per quanto riguarda la cellula staminale ematopoietica la transdiffe-
renzazione è un evento molto raro e certamente non fisiologico (Wang et al.,
2003). La supposta plasticità della cellula staminale adulta potrebbe essere inve-
ce legata a una contaminazione cellulare oppure a una fusione cellulare.
Una contaminazione cellulare è possibile se si considera che le cellule staminali
presenti nella muscolatura scheletrica esprimono marcatori della cellula stamina-
le emopoietica CD45 e Sca-1 e devono essere quindi considerate vere e proprie
cellule staminali ematopoietiche, e che la loro presenza a livello muscolare o in
altri tessuti non ematopoietici è solo occasionale (McKinney-Freeman et al.,
2002).
La fusione cellulare consiste nell’unione del patrimonio genetico della cellula sta-
minale ematopoietica del donatore con quello della cellula ospite specifica del
tessuto danneggiato, con creazione di un’unica cellula fornita di nuovo fenotipo
e nuove funzioni (Terada et al., 2002; Vassilopoulos et al., 2003). Il principale
quesito a tale riguardo è quale cellula partecipa alla fusione. Non sembra sia la
cellula staminale ematopoietica per molteplici motivi: la ricostituzione emato-
poietica avviene prima della integrazione della cellula staminale in tessuti non
ematopoietici, quando la cellula staminale ematopoietica viene direttamente
iniettata nel fegato o nel muscolo non attecchisce, il danno tessutale necessario a
richiamare la cellula staminale richiama anche molte cellule infiammatorie.
Parecchie prove depongono invece a favore di un intervento dei macrofagi: par-
tecipano attivamente ai processi infiammatori, oltrepassano le barriere vascolari,
si annidano in tessuti non ematopioietici, sono capaci di fondersi fra loro e con
altri tipi di cellule, alcuni marcatori genetici ne dimostrano la capacità di genera-
re tessuto muscolare e tessuto epatico.
Uno dei quesiti biologici fondamentali riguardante le cellule staminali commis-
sionate tessuto-specifiche è il seguente: sono esse contenute in vari organi e cir-
colano nel sangue periferico? La risposta è probabilmente affermativa. Tali cellu-
le sono identificate dalla proteina di membrana CXCR4 e vengono richiamate nel
midollo osseo perché le cellule stromali producono la chemochina “stromal deri-
ved factor-1” (SDF-1), ligante specifico di questa proteina. Le cellule CXCR4
positive sono state definite nelle loro caratteristiche fenotipiche e funzionali: sono
CD34+ e AC133+ (Sca+ nel topo); circolano nel sangue periferico in condizioni
di steady state e possono essere mobilizzate dopo danno tessutale o dopo som-
ministrazione di G-CSF; dal sangue periferico giungono nel midollo osseo dove
trovano il miglior microambiente per la loro sopravvivenza; non essendo aderen-
ti, e mancando dei marcatori di membrana specifici delle cellule mesenchimali, si
ritiene siano diverse da queste. Gli eventi successivi al danno tessutale potrebbe-
ro quindi venir così riassunti: aumentata produzione di SDF-1 da parte del tessu-
to danneggiato, incremento del numero di cellule CXCR4+ nel sangue periferico,
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richiamo di cellule staminali nel tessuto danneggiato per azione dell’asse SDF-1-
CXCR4 (Ratajczak et al., 2004).

Studi preclinici e primi studi clinici

Le conoscenze sulla plasticità delle cellule staminali hanno portato ai primi ten-
tativi di un loro impiego nella riparazione di danni di tessuti e organi. Alcuni
esperimenti riguardano l’uso di cellule staminali ematopoietiche per rigenerare
cardiomiociti. Esiste un razionale per tale impiego: le cellule staminali emato-
poietiche nella sede del danno miocardico possono migliorare la vascolarizzazio-
ne differenziandosi in cellule endoteliali, possono riparare il danno differenzian-
dosi in cardiomiociti, possono produrre citochine che prevengono la fibrosi.
Esistono anche prove sperimentali che dimostrano la potenziale utilità di una tale
procedura: l’iniezione di cellule ematopoietiche maschili lin-Kit+ nel topo fem-
mina determina una rigenerazione di cardiomiociti ed un miglioramento dei para-
metri emodinamici (Orlic et al., 2001). I primi studi clinici investigativi condotti
nell’uomo sembrano confermare queste premesse sperimentali. Infatti, l’iniezio-
ne di cellule staminali autologhe direttamente nell’area di miocardio danneggia-
ta determinerebbe un miglioramento della sintomatologia, della perfusione mio-
cardica e della funzionalità dell’area ischemica alla RMN 3 mesi dopo l’infarto
(Tse et al., 2003), mentre l’iniezione di cellule staminali AC133+ ai bordi dell’a-
rea infartuata dopo bypass coronarico migliorerebbe la perfusione e la funziona-
lità cardiaca 3-9 mesi dopo l’infarto (Stamm et al., 2003).
Un argomento di particolare interesse riguarda l’impiego di cellule staminali
ematopoietiche per rigenerare cellule neurali. Nell’animale da esperimento è
stato dimostrato che cellule staminali midollari esprimenti una proteina transge-
nica, trapiantate in topi adulti dopo irradiazione corporea totale generano cellule
neurali esprimenti i marcatori neurali NeuN e tubulina (Brazelton et al, 2000); lo
stesso tipo di esperimento consente di ottenere a distanza di 10-15 mesi dal tra-
pianto un basso livello di chimerismo (0.2%) a carico delle cellule di Purkinje
(Priller et al., 2001). Per quanto riguarda gli studi condotti nell’uomo è da sotto-
lineare che pazienti di sesso femminile trapiantate con midollo osseo ottenuto da
donatore di sesso maschile presentano 0.025-0.05% di cellule maschili a livello
di neocortex e ippocampo (Mezey et al., 2003); inoltre che in tale setting lo 0.1%
delle cellule di Purkinje sono maschili, alcune però presentano un numero di cro-
mosomi del sesso superiore a quello diploide, lasciando quindi supporre che si sia
verificata una fusione cellulare tra cellule del donatore e quelle dell’ospite
(Weimann et al., 2003).
Oltre a differenziarsi in cellule neurali, cellule staminali ottenute dal midollo
osseo possono differenziare in oligodendrociti e sono quindi capaci di rimieliniz-
zare particolari lesioni del tessuto nervoso, assumendo le caratteristiche fenotipi-
che e funzionali proprie degli oligodendrociti (in esperimenti murini la velocità
di conduzione lungo l’assone è fortemente migliorata).
Cellule staminali ematopoietiche possono anche rigenerare epatociti funzional-
mente attivi. Nell’animale da esperimento il trapianto di cellule staminali KTSL
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(Lin-kit+Sca+Thy 1.1ba), marcate con β-galattosidasi ed in grado di metabolizza-
re tirosina per azione dell’enzima fumarilacetoacetato idrolasi (FAH), in topi con
deficit congenito di tale enzima ne consente la sopravvivenza anche se non viene
somministrato NTC, farmaco che impedisce la degradazione della tirosina nei
suoi metaboliti tossici; la sopravvivenza è possibile perché le cellule staminali del
donatore si differenziano in epatociti FAN+ e β-gal+ (Lagasse, 2000). Per quan-
to riguarda l’uomo è da ricordare che pazienti di sesso femminile, trapiantate con
midollo osseo da donatore di sesso maschile, presentano epatociti che contengo-
no il cromosoma Y.
In conclusione, risulta evidente che il sistema delle cellule staminali adulte è
molto più flessibile di quanto sino ad ora ritenuto, particolarmente in condizioni
di stress tessutali. Abbiamo appena incominciato a capire che cellule staminali
circolanti nel sangue possono agire non solo come distributrici di progenitori
ematopoietici, ma anche come sistematici fornitori di progenitori staminali che
partecipano all’omeostasi dei vari organi e tessuti, e quindi capaci di riparare
danni tessutali non-ematopoietici. Il potenziale terapeutico di questa acquisizio-
ne è straordinariamente vasto.
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Muscle regeneration
by bone marrow-derived progenitors

Adult skeletal muscle fibers harbor mononucleated quiescent precursor cells
called satellite cells. These cells are located along the muscle fibers, between the
sarcolemma and the basement membrane, and contribute myonuclei to growing
fibers during postnatal growth and to regenerating fibers after tissue injury.
Satellite cells are also capable of self-renewal, but their number, which is highest
in post-natal muscle, decline with age. During adult life, satellite cells remain
quiescent and once they become activated by injury they start to express myo-
genic regulatory factors similarly to muscle precursors during skeletal muscle
development. Until recently, the identification and the isolation of satellite cells
was quite difficult, since it was based on electron microscopy detection. The dis-
covery of proteins differently expressed by satellite cells and myofibers, allowed
to identify these cells and to study their functional behaviour. There are evidence
that satellite cells are a heterogenous population and, following injury, some pro-
liferate before either differentiating into muscle or replenish the satellite pool, and
other directly fuse with damaged muscle without proliferating. Implantation of
normal muscle precursors was shown to give rise to satellite cells that are capa-
ble of contributing to regeneration following subsequent muscle damage.
However, muscle formation from implanted muscle precursors does not efficient-
ly occur, probably due to massive death of the donor cells shortly after trans-
plantation. Therefore, the transplantation of muscle precursors for the treatment
of myopathies is hampered by the intrinsic biological features of these cells.
The first demonstration of non-canonical differentiation of adult stem cells (SC)
came from studies showing that bone marrow (BM) -derived cells participate to
the repair of damaged muscle upon transplantation into irradiated recipient mice.
Subsequent reports have shown that BM-derived cells or stem cell-containing
fractions are recruited to myogenic differentiation and restore dystrophin gene
expression in a murine model of dystrophin-deficient (Duchenne) muscular dys-
trophy. The origin of the BM-derived myogenic cells and their physiological
role, if any, in the homeostasis of the muscle tissue, are ill-defined yet. The exis-
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tence of a circulating myogenic progenitor derived from the BM is not predict-
ed on the basis of classic embryology, which ascribes to somites the origin of all
skeletal myogenic cells. One possibility is that BM-derived myogenic cells orig-
inate from multipotent, mesenchymal stem cells (MSC) located in the BM stro-
ma. MSC were shown to give rise to bone, cartilage, and connective tissue upon
transplantation into recipient mice, but recruitment to myogenesis has never
been observed in vivo. Indeed, clonal analysis of human BM-derived MSC
showed that their differentiation potential is limited to the adipocytic, condro-
cytic, and osteocytic lineages. A second population of MSC has been recently
derived from murine BM cultures. These cells give rise to hematopoietic and
epithelial cells, but not to muscle fibers, upon transplantation into irradiated
recipients. On the other hand, transplantation of purified hematopoietic cell frac-
tions indicate that cells endowed with myogenic potential in vivo derive from the
hematopoietic rather than the stromal fraction of the BM. However, it remains to
be defined whether SC directly or their differentiated progeny are recruited to
the muscle and induced to myogenic differentiation, and whether HSCs trans-
differentiate into a muscle-specific stem/progenitor cell (e.g., a satellite cell), as
indicated in a recent study or directly into a terminally differentiated progeny,
i.e., the muscle fiber. This remains a debated issue, since single hematopoietic
stem cell transplantation failed to reveale contribution to muscle fibers through
a mononuclear myogenic intermediate. A better definition of the cells capable of
changing fate in response to regeneration signals, as well of the signals them-
selves, is therefore needed to fully understand the blood-to-muscle transition.
Expansion and active recruitment to myogenic differentiation of transplantable
hematopoietic cells are in fact critical factors for a possible use in cell/gene ther-
apy of muscular dystrophy.
Duchenne muscular dystrophy (DMD) is due to the total or partial deficiency of
dystrophin, a component of the multi-protein complex linking the cytoskeleton
of the muscle fiber to the extracellular matrix. In the absence of dystrophin, the
complex is functionally impaired, and the mechanical stress associated with con-
traction progressively leads to degeneration of skeletal muscle fibers, muscle
wasting, progressive impairment of movements, and eventually paralysis and
death. In the first phases of the disease, new muscle fibers are formed by fusion
of resident myoblasts, or satellite cells. Once the proliferation potential of these
cells is exhausted, the skeletal muscle is replaced by connective tissue. The cur-
rent therapeutic approaches to DMD involve pharmacological control of inflam-
mation, which achieve beneficial effects but have no impact on the life expectan-
cy of the patients. Gene therapy of DMD is based on the concept of providing a
copy of a normal dystrophin cDNA to muscle fibers or satellite cells, in vivo or
ex vivo. A number of different strategies have been developed, ranging from
injection of dystrophin-expressing viral or non-viral vectors to transplantation of
autologous, genetically modified myoblasts. However, delivery of vectors or
genetically modified myoblasts to a large number of muscles is very inefficient,
a major hurdle currently limiting both ex vivo and in vivo approaches. The avail-
ability of a cell population that could be engineered and then systemically deliv-
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ered to a large number of muscles would be an invaluable tool for the develop-
ment of a cell-mediated replacement therapy. The discovery that transplantable,
BM-derived cells may give rise to muscle tissue under certain experimental cir-
cumstances has obviously raised much hope for a new form of cell-based thera-
py of DMD.
From a clinical point of view, the studies on the dystrophic mice (mdx) were a dis-
appointment. They showed that after BM transplantation less than 0.5% of the
muscle fibers of the recipient mice are reconstituted by a donor cell source, with
no practical impact on the murine pathology. The implication of these findings is
that either the efficiency of the myogenic conversion is too low to be practically
useful, or that the mdx background does not provide enough differentiation stim-
uli, or selective advantage, to hematopoietic cells to trigger their expansion and
ultimately a significant replacement of the resident muscle cells. In fact, one
might argue that despite the dystrophin defect, the mdx mouse does not develop
a dystrophic clinical phenotype (the musculature of these animals is actually
hypertrophic), and that mdx satellite cells are perfectly capable of regenerating
muscle for the entire animals life span. In this respect, the mdx model does not
reproduce the clinical picture of human DMD, where the repair potential of mus-
cle satellite cells is lost in the first years of life, and where muscle degeneration
gives rise to fibrosis rather than repair. It remains therefore possible that in DMD
patients dystrophin-positive fibers made by transplanted BM progenitors might
have a selective advantage, resist degeneration, and progressively replace the dys-
trophin-negative ones.
The most critical issue, however, is whether BM-derived cells with myogenic
potential exist in humans, and how can we assay for their abundance, plasticity,
and clinical potential. These are difficult questions to answer, since in vitro assays
were so far unsatisfactory even for HSC. Injection into the muscle of immunod-
eficient mice would allow to test for the muscle-forming capacity of human BM
cells, but not for their self-renewing capacity and recruitment through the periph-
eral circulation. Immunodeficient mouse strains that allow maintenance and
expansion of very early human blood progenitors are indeed available (e. g., the
NOD/SCID mice), but do not allow complete differentiation into all the
hematopoietic progenies, and are most likely unsuited for the analysis of even
more complex phenomena such as recruitment and differentiation of non-myo-
genic progenitors. More sophisticated human/mouse chimeras need to be devel-
oped for this specific purpose, while other pre-clinical models, such as non-
human primates, need to be tested to get as close as possible to the human situa-
tion. Unfortunately, real animal models of muscular dystrophy do not currently
exist, or are very expensive (dystrophic dogs) and still remotely related to the
human situation. Given the very primitive knowledge of the biology of human
BM-to-muscle transition, it is clearly too early to think about therapeutic trans-
plantation in muscular dystrophy patients. Nevertheless, a consistent ethical
framework to carry out human trials need to be developed, together with a con-
sensus as to what type of knowledge should be gained from animal models before
it becomes reasonable to start asking questions in a clinical setting.
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17

Quali cellule staminali somatiche
per riparare un danno miocardico?

Il trapianto cellulare rappresenta l’ultima frontiera nell’ambito del trattamento
delle patologie cardiache. Dal primo lavoro apparso nel 1995 che ha documenta-
to le potenzialità del trapianto di miocellule autologhe periferiche da parte di
Chiu e collaboratori (1), innumerevoli tecniche, tipi di cellule, patologie trattate,
e tecniche di impianto hanno rappresentato un campo di ricerca estremamente
innovativo ed affascinante (2, 3). Il percorso investigativo e di ricerca nel settore
del trapianto cellulare indica a chiari linee le modalità e gli obbiettivi degli speri-
mentatori e, soprattutto, le speranze che tale campo ha creato e, a volte, non man-
tenuto. L’intento primordiale dei ricercatori era quello di ripopolare zone di tes-
suto miocardio irreversibilmente danneggiato (vedi infarto miocardio acuto).
L’obbiettivo principale, quindi, era di fornire una nuova popolazione di cellule
funzionalmente attive e capaci di ripristinare la contrattilità assente o depressa a
causa del sopraggiunto danno ischemico. La scelta di utilizzare cellule miocitiche
scheletriche non è stata quindi casuale, in quanto rimpiazzare tessuto miocardio
muscolare con altre cellule con la stessa capacità funzionale apparve alquanto
ovvio (1). Le differenze intrinseche legate alle diverse caratteristiche fenotipiche
e di aggregazione cellulare, le possibili insorgenze di effetti collaterali legati alla
presenza di cellule impiantate, ma scarsamente ambientate, e le opzioni fornite da
altre cellule potenzialmente in grado di potersi trasformare nella “cellula obbiet-
tivo” ha condotto i ricercatori a percorrere strade alternative. L’esperienza nel-
l’ambito del trapianto midollare in ematologia ha da tempo dimostrato l’estrema
versatilità e plasticità delle cellule staminali, le uniche, apparentemente, in grado
per loro stessa natura di cellule pluripotenti, di percorrere le linee differenziative
verso l’obbiettivo cellulare e tissutale prescelto (2, 3). 
E’ noto che il corpo umano possiede in distretti specifici alcuni tipi di cellule con
proprietà e capacità di differenziarsi verso peculiari fenotipi cellulari. Vi sono,
comunque, cellule con maggiori potenzialità o capacità di trasformazione, o
comunque in grado di dar origine a ceppi di maggiore importanza funzionale nel
campo cardiovascolare (Schema). Le cellule stromali, altrimenti definite cellule
staminali mesenchimali, e le cellule staminali del mesoderma, potenzialmente in
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rado di riprodurre linee cellulari di tutti e tre gli strati embrionali, sono attual-
mente le cellule staminali con la maggiora capacità differenziativa e, quindi, mag-
giormente appetibili per l’eventuale applicazione nel trattamento di patologie car-
diovascolari. Il vantaggio dell’utilizzo di cellule staminali è apparso ai ricercato-
ri evidente: la possibilità di trasformazione fenotipica con acquisizione delle
capacità funzionali dell’organo “riparato”, la mancanza di immunogenicità di tali
cellule, la disponibilità pressoché illimitata del materiale cellulare, e la possibili-
tà di programmazione dell’intervento terapeutico in modo elettivo e ripetitivo. La
domanda che è sorta da tali presupposti era legata se realmente esisteva tale pos-
sibilità da parte delle cellule staminali di colonizzare e rigenerare tessuto mio-
cardico muscolare danneggiato o disfunzionante o, comunque, favorire un recu-
pero funzionale in presenza di patologie acute o croniche. Nel 2001 Orlic ha
dimostrato, in un modello animale di infarto miocardico acuto, che la sommini-
strazione nella zona perinfartuale di cellule staminali tipo c-kit+ a nove giorni dal-
l’episodio ischemico conduceva alla formazione di miociti eGFP+, a neoangio-
genesi, ed al recupero funzionale cardiaco (4). Successivamente, lo stesso grup-
po di ricercatori ha dimostrato che le cellule staminali potevano essere anche atti-
vate e colonizzare la zona infartuate “da riparare” mediante la somministrazione
di fattori stimolanti e favorenti il rilascio a livello midollare delle cellule stesse
con colonizzazione dell’area bersaglio (SDF-1, G-CSF, VEGF), o attirando pres-
so la sede danneggiata le cellule staminali circolanti mediante recettori appro-
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priati (5). La capacità delle cellule staminali di poter essere d’aiuto nell’ambito
del trattamento di patologie cardiache è stata, quindi, esaminata con maggiore
attenzione, nella speranza di discriminare se tali cellule erano in grado di poter
riprodurre o rigenerare sia il tessuto muscolare, quello vascolare, o entrambi.
Alcuni studi hanno dimostrato l’aumento delle cellule staminali circolanti dopo
danno d’organo, suggerendo che tale situazione rappresenti lo stimolo al rilascio
ed alla colonizzazione della zona colpita da parte delle cellule staminali autolo-
ghe. Gli studi sperimentali a livello cardiaco, oltre all’incremento delle cellule
staminali circolanti, hanno documentato che tali cellule erano in grado di favori-
re la formazione di nuovo tessuto muscolare, con evidenze istologiche che richia-
mavano le caratteristiche dei miociti fetali sia in dimensione che a livello fenoti-
pico. Sono stati inoltre documentati anche nuove arteriole e capillari, indicando
che una possibile linea di differenziazione fosse rappresentata dal sistema vasco-
lare. Alcuni studi recentemente hanno comunque avanzato l’ipotesi che le cellu-
le staminali deputate alla riparazione e colonizzazione cardiaca potessero prove-
nire anche da fonti locali (6), sia interne che esterne (epicardio) (7). 
Il contributo della colonizzazione da parte di cellule esterne al miglioramento
della qualità e funzione tissutale è stato da alcuni rivisitato, adducendo la possi-
bilità che le cellule impiantate o pervenute nel tessuto da fonti esterne possano
andare incontro a fenomeni di “fusione cellulare” con le cellule presenti, ma la
rilevanza di tale fenomeno è ancora sconosciuta (8). 
Appare, comunque, evidente che le cellule staminali, sia mobilizzate che impian-
tate abbiano la capacità a livello cardiaco di dare origine a linee cellule varie, con
riscontri di tessuto muscolare scheletrico, endoteliale, o tessuto muscolare liscio.
Rimane ancora oscuro quali cellule staminali siano le dirette responsabili della
differenziazione nei differenti ceppi cellulari o se tali cellule siano anche già pre-
senti a livello cardiaco. Alcuni ricercatori, tuttavia, hanno dimostrato una certa
limitazione delle cellule staminali di origine midollare attraverso tecniche di mar-
catura genetica, e tali studi hanno evidenziato come cellule midollari progenitri-
ci a livello delle zone infartuali e/o cicatriziali miocardiche andavano incontro a
limitati processi di differenziazione, con ridotta ripopolazione di cellule miociti-
che, mantenendo in modo predominante la linea cellulare ematopoietica (9, 10).
Al contrario, in uno studio recente, Agbulut e collaboratori hanno dimostrato
come la inoculazione di cellule staminali CD133+ nella zona infartuate in un
modello animale forniva effetti funzionali ed istologici comparabili all’impianto
di mioblasti di origine muscolare scheletrica (11). L’apparente contraddittorietà
di tali risultati, se cioè la cellula staminale midollare sia in grado o meno di trans-
differenziarsi verso un fenotipo muscolare, rimane ancora irrisolta, ma i dati dis-
ponibili, sia a livello clinico che sperimentale, sembrano suggerire che le cellule
staminali progenitrici circolanti o midollari siano maggiormente indirizzate verso
uno sviluppo ematopoietico e, quindi, favorente una neoangiogenesi, con limita-
ta azione a livello di formazione di neo-miociti cardiaci. Potrebbe risultare inve-
ce maggiore il contributo delle cellule locali, attivate cioè in sede dal danno indot-
to, sia esso ischemico o di altra natura, ma anche tale teoria richiede ulteriori e
più convincenti verifiche (12).
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Studi Clinici

In ambito clinico l’applicazione delle cellule staminali ha coinvolto diversi
campi d’intervento e di scelta di cellule da impiantare. Alcune esperienze sono
state indirizzate al trattamento di danno cardiaco acuto (infarto) utilizzando
diversi tipi di cellule staminali, situazione ripetuta anche nell’ambito del tratta-
mento di condizioni croniche, sia legate alla presenza di cardiomiopatia ische-
mica che idiopatica. 

Riparazione di danno miocardico acuto
In tale ambito dati significativi sono stati presentati dal gruppo di Francoforte che
ha recentemente pubblicato i risultati del trial denominato TOPCARE-AMI che
prevedeva la somministrazione in random di cellule staminali midollari versus
cellule progenitrici circolanti attraversa la via intracoronarica in seguito ad infar-
to miocardico acuto (13). Tale studio clinico ha documentato che a 4 mesi dalla
procedura la somministrazione di cellule progenitrici circolanti favoriva un mag-
giore recupero contrattile, migliorava la funzione segmentaria a livello dell’area
infartuate e riduceva significativamente il diametro telediastolico nei pazienti trat-
tati. Inoltre, tale studio ha documentato, mediante l’esecuzione di perfusione
coronarica e di valutazione della vitalità cellulare nelle zone trattate che l’im-
pianto di cellule staminali circolanti favoriva una migliore rivascolarizzazione e
vitalità cellulare nelle aree sottoposte al trattamento. Rimane, comunque, ancora
da stabilire se tali effetti positivi verranno mantenuti nel tempo.
Strauer e collaboratori hanno utilizzato cellule staminali di origine midollare in
un gruppo di pazienti randomizzato a seguito di infarto miocardico acuto, ed
anche in questo caso la somministrazione cellulare consentiva un recupero fun-
zionale ed una riduzione dell’area infartuate (14).
La possibilità di utilizzare fattori che favorissero il rilascio di cellule staminali
(citochine) per riparare un danno miocardico acuto è stato investigato da Seiler
che ha utilizzato il fattore GM-CSF (granulocyte-macrophage colony stimulating
factor) in pazienti affetti da malattia coronarica e non suscettibili di rivascolariz-
zaizone tradizionale (15). In tale studio la somministrazione intracoronarica e
sistemica in 21 pazienti randomizzati e sottoposti a somministrazione quotidiana
per 2 settimane, si è assistito ad un miglioramento della per fusione miocardica,
al contrario del gruppo di controllo, suggerendo la formazione di neocollaterali.
Risultati positivi sono stati riportati da altri investiatori nell’ambito del tratta-
mento dell’infarto miocardico acuto con cellule staminali (16).
Nella maggior parte degli studi clinici la somministrazione di cellule staminali
progenitrici si è dimostrata sicura e fattibile. Ultimamente, un segnale di atten-
zione, nell’ambito dell’uso associato di fattori stimolanti (G-CSF), è stato tra-
smesso da alcuni ricercatori che hanno registrato alcuni eventi negativi (alta inci-
denza di ristenosi intra-stent) (17). Altra possibile complicanza, anche se non è
mai stata registrata in ambito clinico, è caratterizzata dalla comparsa di microin-
farti a seguito della somministrazione intracoronarica di cellule staminali (18). Le
esperienze ancora limitate in ambito clinico, comunque, non sembrano indicare
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che tali eventi siano un reale pericolo, ma tale possibilità o evenienza richiederà
sicuramente ulteriori accertamenti. 

Riparazione di danno miocardico cronico
Il razionale del trapianto cellulare a livello cardiaco in presenza di patologia cro-
nica riveste un significato diverso. La somministrazione di cellule staminali può
ovviamente avere diversi obbiettivi : od il miglioramento in presenza di miocar-
diociti disfunzionanti in seguito all’attecchimento di cellule staminali differen-
ziatesi in miociti cardiaci, l’induzione di neoangiogenesi, importante soprattutto
nelle aree di ischemia cronica (miocardio ibernato), o la combinazione dei due
meccanismi. Il ripristino funzionale di aree acinetiche postinfartuali, ove non sus-
siste possibilità di rivascolarizzazione tradizionale, anche per il trattamento di
angina intrattabile per eventi ischemici ripetuti, avrebbe un impatto significativo
nella pratica clinica.
Zehier e collaboratori hanno documentato risultati promettenti nell’ambito del
recupero funzionale cardiaco in pazienti affetti da cardiomiopatia postinfartuale e
trattati con somministrazione di cellule progenitrici circolanti (19)
Recentemente, Perin e collaboratori hanno documentato i risultati ottenuti in 20
pazienti affetti da cardiomiopatia ischemica e sottoposti in modo randomizzato a
somministrazione endocardica di cellule staminali mononucleate (20). In tale stu-
dio il gruppo di pazienti sottoposti a trapianto di cellule staminali ha mostrato un
significativo miglioramento del difetto di perfusione miocardico valutato con la
SPECT, come migliorata è risultata anche la capacità funzionale (maggiore con-
sumo di ossigeno nel gruppo trattato rispetto al gruppo di controllo). Tuttavia,
nessuna modifica è stata dimostrata a livello della funzione contrattile globale
cardiaca.
Stamm e collaboratori anno documentato la ripresa contrattile significativa in
alcuni pazienti trattati con impianto di cellule staminali in associazione a bypass
aortocoronarico (21). In 4 pazienti il recupero contrattile era associato ad un
significativo miglioramento della per fusione miocardica, controllata con SPECT,
ma i risultati di tale studio devono essere considerati con cautela data la contem-
poranea effettuazione di rivascolarizzazione chirurgica. 
In conclusione, i dati attualmente in possesso derivanti da studi sperimentali e
clinici suggeriscono che le cellule staminali rappresentano una potenziale risor-
sa terapeutica. Il trapianto di cellule autologhe, o la mobilizzazione con mole-
cole stimolanti il rilascio midollare, rappresentano alcune delle attuali modali-
tà di applicazione. Quali siano le sottopopolazioni cellulari staminali responsa-
bili o fautrici di un innesto efficace, o se la capacità plastica e di trasformazio-
ne di tali cellule sia più legata all’organo che al tipo e sistema di attivazione
delle cellule stesse, sono punti ancora irrisolti e che necessitano di ulteriori
ricerche. La capacità intrinseche del miocardio di autorigenerarsi rappresenta
un ulteriore elemento in via di definizione, ma è alquanto evidente che l’appor-
to di cellule staminali locali potrebbe essere determinante nel processo di ripa-
razione cardiaco.
E’ comunque chiaro che le cellule staminali hanno la capacità di dare origine alla
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rigenerazione tissutale in senso completo, dalla componente muscolare, a quella
vascolare, ed è verosimile che il milieau tissutale e le condizioni cliniche genera-
li o tissutali locali giochino un ruolo critico nell’efficacia o modalità di coloniz-
zazione cellulare o nell’espressione ed attivazione della popolazione staminale
locale. Gli studi in corso probabilmente riusciranno a chiarire se esistano tipolo-
gie di pazienti più sensibili per una terapia con un determinato ceppo cellulare o
se la patologia trattata, acuta o cronica, con o senza fattori adiuvanti, rappresen-
teranno i fattori critici per la riuscita o risposta cellulare più appropriata, ma pare
evidente che ci si trovi di fronte ad una frontiera epocale nell’ambito della medi-
cina cardiovascolare. 
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18

Neuroprotezione e rimielinizzazione

Infiammazione e neurodegenerazione

Sebbene il riscontro di un danno assonale nella SM risalga alle storiche osserva-
zioni di Charcot, l’impatto di questo fenomeno nel corso della malattia è stato
rivalutato solamente negli ultimi anni (1, 2). Gli studi basati su metodiche di riso-
nanza magnetica (spettroscopia, magnetization transfer, misurazione dell’atrofia)
hanno permesso di quantificare la perdita neuro-assonale e stabilire che essa è
diffusa anche nella sostanza bianca apparentemente normale, non risparmia la
sostanza grigia e si manifesta precocemente nel corso della malattia (3, 4).
La perdita assonale acuta predomina nelle lesioni delle fasi precoci della SM e
diminuisce nel tempo (5). Gran parte del danno assonale è riscontrabile in aree
caratterizzate da un importante infiltrato di linfociti, macrofagi e microglia atti-
vata, indicando uno stretto rapporto con il processo infiammatorio (6). 
A tutt’oggi, i meccanismi che portano alla degenerazione assonale nella SM
rimangono oscuri e ancora non disponiamo di marcatori biologici affidabili (7).
Si ipotizza un ruolo delle sostanze neurotossiche prodotte dell’infiltrato infiam-
matorio come i neurotrasmettitori eccitotossisi (per esempio, glutammato e N-
metil-D-aspartato – NMDA), alcune proteasi, l’ossido nitrico (NO) e il tumor
necrosis factor (TNF) 88). In alcune lesioni, infine, il danno tissutale sembra rea-
lizzarsi con meccanismi simili all’ipossia 89). Tutti questi fattori attivano una
serie di eventi a cascata che si concludono con l’accumulo intracellulare di ioni
Calcio e l’attivazione di proteasi calcio-dipendenti che portano alla morte neuro-
nale.
Alcuni Autori hanno dimostrato nei pazienti con SM la presenza di anticorpi
diretti contro antigeni assonali (10-13): quest’ultima ipotesi suggerirebbe che la
degenerazione assonale è un processo indipendente dalla demielinizzazione.
Tuttavia, oltre al danno assonale acuto, vi è evidenza anche di una degenerazione
assonale secondaria alla demielinizzazione sia all’interno delle lesioni, sia nella
sostanza bianca apparentemente normale. Gli assoni denudati del rivestimento
mielinico sarebbero più suscettibili alla degenerazione in quanto privati del sup-
porto trofico degli oligodendrociti, un’ipotesi supportata dal riscontro che gli
assoni rimielinizzati sono protetti da ulteriori insulti lesivi (5). La degenerazione
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assonale secondaria potrebbe manifestarsi anche a causa di ripetuti attacchi
demielinizzanti che indeboliscono il potenziale riparativo degli oligodendrociti o
esauriscono la disponibilità di precursori oligodendrogliali (OPCs), cioè delle
cellule addette al processo di rimielinizzazione (14). Nella SM primariamente
progressiva si sospetta addirittura un difetto primitivo del potenziale rimieliniz-
zante degli oligodendrociti (15): questo dato ridarebbe sostegno all’ipotesi che la
SM sia una patologia degenerativa primaria che genera una risposta infiammato-
ria secondaria.
In sintesi: infiammazione, demielinizzazione e riparazione tessutale (rimieliniz-
zazione inclusa) sono caratteristiche della fase remittente della malattia. Con il
graduale estinguersi di questi processi, durante la fase cronico-progressiva secon-
daria, i fenomeni degenerativi assonali prendono il sopravvento mentre nella
forma progressiva primaria sembrano addirittura prevalere sin dall’esordio.

Infiammazione e neuroprotezione

Con la rivalutazione della componente neurodegenerativa nella SM, il concetto di
neuroprotezione è divenuto un obiettivo primario delle nuove strategie terapeuti-
che. Un trattamento neuroprotettivo può esser definito come un intervento che
arresta o rallenta la progressione di malattia tramite la protezione, il recupero o il
ripristino del degli assoni degenerati.
Alcuni dei farmaci inizialmente utilizzati in patologie neurodegenerative classi-
che come la sclerosi laterale amiotrofica, sono stati testati anche nella SM. Il
Riluzolo, per esempio, sperimentato in un trial pilota nella SM primariamente
progressiva, ha fornito incoraggianti risultati sulla perdita assonale visibile alla
RMN (16). Molti degli agenti neuroprotettivi dimostratisi assai promettenti nei
modelli animali di malattie neurodegenerative (per esempio: antagonisti dei cana-
li ionici, antagonisti dei recettori dell’NMDA o dei recettori del GABA-A, modu-
latori dei derivati dell’NO, chelanti dei radicali liberi, agenti anti-apoptotici etc.)
si sono poi rivelati fallimentari nella patologia umana. Nella SM il discorso è reso
ancora più complicato dalla necessità di combinare l’attività neuroprotettiva con
gli effetti delle terapie immunomodulanti, cercando nel contempo di preservare
l’azione potenzialmente neuroprotettiva dell’infiammazione.
Il ruolo dell’infiammazione nel sistema nervoso centrale (SNC), infatti, è più
complesso di quanto precedentemente noto ed include una componente protetti-
va oltre che dannosa. Recentemente, con l’individuazione dei linfociti T-regola-
tori (CD4+CD25+) è stato introdotto il concetto di “autoimmunità protettiva”
(179, tuttavia non conosciamo ancora gli esatti meccanismi molecolari o i fattori
locali (entrambi probabilmente correlati sia alla natura e persistenza di segnali di
pericolo sia al substrato genetico del soggetto) che regolano i differenti aspetti
dell’infiammazione durante la demielinizzazione immuno-mediata (18). Per
esempio, T-linfociti “protettivi” possono produrre potenti fattori neurotrofici per
contrastare l’azione di citochine pro-infiammatorie quali IFN-γ e TNF-α (17).
Alcune citochine sono responsabili della degenerazione neuronale nella SM e, di
converso, altre possono essere neuroprotettive. IL-10 (una citochina in grado di
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inibire la sintesi di TNF-α e IL-1β), per esempio, migliora l’outcome neurologi-
co dopo un danno del SNC e protegge i neuroni dal danno ischemico ed eccito-
tossico (20). Il ruolo della IL-1b è ancora controverso: da una parte, come già
ricordato, avrebbe un’azione deleteria, dall’altra sarebbe in grado di promuovere
la rimielinizzazione inducendo la sintesi di IGF-1 (vedi Tab. 1) [21].
Altre sostanze con proprietà sia immunomodulanti che neuroprotettive, poten-
zialmente utili nella SM, includono i ligandi delle immunofiline quali
Ciclosporina, Tacrolimus e Sirolimus (22), antibiotici della famiglia delle tetraci-
cline come la Minociclina (239 e le statine ipolipemizzanti come Simvastatina,
Lovastatina e Mevastatina (24).
E’ interessante ricordare come i trattamenti imunomodulanti attualmente disponi-
bili per la cura della SM possano avere anche propriet‡ neuroprotettive. L’IFN-β,
tra gli innumerevoli suoi effetti, limita l’ingresso di leucociti nel SNC e sembra
correggere la carenza di IL-10 propria dei malati con SM (25), mentre il
Glatiramer Acetato (GA) genera linfociti Th2 GA-specifici di tipo regolatorio, in
grado di entrare nel SNC e ridurre l’infiammazione in questo distretto, grazie al
loro profilo antinfiammatorio. Semplificando molto, questi due farmaci possono
considerarsi neuroprotettivi nella SM in quanto rimuovono l’infiammazione nel
SNC. Se una risposta immunitaria alterata porta alla perdita di assoni, oligoden-
drociti e, verosimilmente, anche di neuroni, come suggerito dalla co-localizza-
zione di fenomeni infiammatori e neurodegenerativi (6), l’utilizzo di immuno-
modulanti diventa una strategia ragionevole per conferire neuroprotezione nella
SM. Questi farmaci, inoltre, potrebbero avere anche un effetto neuroprotettivo
diretto. L’IFN-β diminuisce líespressione della NO-sintasi, e quindi la produzio-
ne di NO, uno dei radicali liberi coinvolti nei processi neurodegenerativi, mentre
le linee T-linfocitarie GA-specifiche inducono in vitro la produzione di BDNF
(26) (vedi fattori di crescita e Tab. 1). L’espressione clinica di questo effetto neu-
roprotettivo potrebbe essere rappresentata dalla riduzione della percentuale di
lesioni che alla RMN evolvono in “buchi neri” (27), espressione di un danno irre-
versibile.
Se la neuroprotezione costituisce senz’altro la nuova frontiera nel trattamento
della SM, è ugualmente certo che, per sviluppare nuovi farmaci, abbiamo biso-
gno di comprendere meglio i meccanismi responsabili della perdita assonale e
neuronale e di individuare marcatori biologici e outcome clinici validi, correlabi-
li ai processi neurodegenerativi di questa malattia.

Fattori di crescita

L’apporto di fattori trofici a sostegno degli oligodendrociti e della mobilizzazio-
ne, crescita e maturazione dei loro precursori è considerato un promettente
approccio per promuovere il fisiologico processo di rimielinizzazione (28).
Numerosi studi hanno portato alla identificazione di una serie di molecole che,
singolarmente o in associazione, promuovono la migrazione, differenziazione e
sopravvivenza di OPCs. Queste sostanze includono i membri delle famiglie delle
neurotrofine, i fattori di crescita insulin-like, i fattori di crescita derivati dalle pia-
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strine, i fattori di crescita dei fibroblasti, le citochine della famiglia delle neuro-
poietine e le neureguline. Caratteristiche e proprietà specifiche dei vari fattori di
crescita sono riassunte per brevità nella tabella 1.
In particolare, nella SM si sono riscontati elevati livelli di NGF, BDNF e IGF-1
nel liquor o nelle lesioni demielinizzanti (29), mentre l’assenza di neureguline è
stata interpretata come possibile causa di inadeguata rimielinizzazione (30).
Infine, i pazienti portatori di una mutazione del gene CNTF che ne impedisce la
sintesi, sembrano avere una forma di malattia più grave e precoce (31).
I fattori di crescita possono avere un ruolo nella neuroprotezione grazie a pro-
prietà immunomodulanti: NGF, per esempio, è in grado di indurre uno shift della
polarizzazione dell’ambiente citochinico dal tipo Th1 al tipo Th2 (32), notoria-
mente più favorevole in malattie autoimmuni. Diversi autori hanno valutato l’ef-
fetto di alcuni fattori di crscita nel contesto di modelli animali di demielinizza-
zione, in particolare nell’encefalite autoimmune sperimentale (EAE), con risulta-
ti in molti casi incoraggianti. Isolati ed ancora preliminari sono invece i tentativi
di applicazione nella SM: la somministrazione di IGF-1 per 24 settimane, per
esempio, non ha dimostrato cambiamenti significativi sia a livello clinico che alla
RMN (33). La breve emivita e la rapida caduta dei livelli plasmatici di queste
molecole dopo somministrazione sistemica suggeriscono che un mancato effetto
terapeutico può essere dovuto all’incapacità di raggiungere concentrazioni ade-
guate a livello delle lesioni del SNC. Inoltre, sebbene gli esperimenti su animali
resi privi di singoli fattori di crescita (animali knock-out) suggeriscano un ruolo
importante di queste sostanze nella mielinizzazione così come nella rimielinizza-
zione, è verosimile che questi processi siano regolati dall’azione sequenziale e
coordinata di diversi fattori di crescita e, nel caso specifico delle malattie demie-
linizzanti a patogenesi autoimmune, anche dall’interazione con il microambiente
intercellulare (milieu infiammatorio). A ciò si aggiunga che ulteriori fattori, quali
ormoni, neurotrasmettitori, componenti della matrice extracellulare, ecc., si sono
dimostrati importanti, durante lo sviluppo embrionale, nello stabilire un equili-
brio tra proliferazione e differenziazione oligodendrogliale. Sarà una sfida del
futuro cercare di comprendere la complessità di questi fenomeni.

Rimielinizzazione

E’ noto che il SNC reagisce ai danni tissutali (ischemico, tossico, traumatico,
ecc.) inclusi quelli causati dalla demielinizzazione immuno-mediata e dalla per-
dita assonale. Diversi studi hanno dimostrato che anche nella SM, così come
avviene nel suo modello sperimentale EAE, può avvenire una riparazione spon-
tanea della melina quale risposta fisiologica alla distruzione immuno-mediata
[34]. Ancora si discute su quale sia l’elemento cellulare che guida il processo di
rivestimento assonale in vivo. Nelle aree rimielinizzate si sono riscontrati sia oli-
godendrociti differenziati sia OPCs (35), tuttavia gli OPCs sono più efficienti
degli oligodendrociti post-mitotici nel sostenere il ripristino anatomico e l’inte-
grità funzionale della mielina.
Qualunque sia l’elemento cellulare che guida il rivestimento assonale in vivo, il pro-
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cesso di rimielinizzazione funzionale nella SM è spesso incompleto e limitato.
Sebbene non sia nota la ragione ultima per cui la rimielinizzazione spontanea falli-
sce nel tempo, si possono formulare alcune ipotesi: (i) perdita di OPCs oppure
ridotta capacità di queste cellule di differenziarsi e rimielinizzare gli assoni dan-
neggiati; (ii) incapacità degli OPCs di rispondere alla demielinizzazione; (iii) deple-
zione selettiva di cellule rimielinizzanti intorno alle aree demielinizzate nel corso
degli anni; (iv) inibizione della rimielinizzazione come risultato di un delicato
bilancio tra effetti pro-infiammatori e pro-rimielinizzanti delle citochine; (v) limi-
tazione della migrazione endogena di OPCs verso le aree danneggiate per la for-
mazione di cicatrici di astrocitosi reattiva; (vi) perdita acuta e/o cronica di assoni.

Le diverse fonti di cellule rimielinizzanti
Nel tempo sono state sviluppate diverse procedure di trapianto volte a ripristina-
re l’architettura della mielina all’interno di aree demielinizzate del SNC, tuttavia
questi approcci hanno mostrato serie limitazioni (36). In particolare, le cellule
mielinogeniche mostrano in vitro una limitata capacità di crescita ed espansione
e, una volta trapiantate in vivo, inducono rimielinizzazione solo in prossimità del
sito di trapianto (37).
Gli oligodendrociti maturi, come pure gli OPCs, sono stati ampiamente utilizza-
ti per promuovere la rimielinizzazione in modelli animali di demielinizzazione
focale del SNC. Quando iniettati localmente nel sito di danno mielinico indotto
chimicamente, gli oligodendrociti coltivati mostrano una scarsa capacità di ri-
mielinizzazione, mentre gli OPCs dimostrano maggiori proprietà mitotiche,
migratorie e riparative (38, 39).
Le cellule di Schwann producono e mantengono il trofismo della mielina nel
sistema nervoso periferico. Possono essere coltivate, espanse in vitro in condi-
zioni appropriate, crioconservate e trapiantate in aree demielinizzate del SNC. Il
principale vantaggio sta nel fatto che possono essere facilmente ottenute da una
biopsia del nervo surale. Inoltre, se è vero che l’attacco (auto) immune nella SM
è diretto contro antigeni oligodendrogliali specifici, il trapianto autologo di cel-
lule di Schwann può sfuggire a questa reazione anomala. Una prima sperimenta-
zione di fase I è stata effettuata su tre pazienti affetti da SM progressiva. Sebbene
i risultati abbiano dimostrato la sicurezza della procedura di trapianto, le biopsie
cerebrali effettuate cinque mesi dopo il trapianto non hanno dimostrato alcuna
evidenza diretta di sopravvivenza delle cellule di Schwann in vivo e all’inizio del
2003 lo studio è stato interrotto [http://www.myelin.org/06232003.htm].
Le cellule olfattorie sono cellule multipotenti appartenenti all’organo olfattivo
periferico. Sebbene normalmente non producano mielina, possono rivestire in
vivo assoni di grosso calibro con una mielina simile a quella prodotta dalle cellu-
le di Schwann. Cellule olfattorie umane trapiantate nel SNC di ratto si sono dimo-
strate capaci di una estensiva rimielinizzazione funzionale (40).

Cellule staminali neurali e rimielinizzazione
La natura intrinsecamente complessa della SM, in particolare la sua cronicità e
multifocalità, pone grandi difficoltà nelle terapie rimielinizzanti basate sul tra-
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pianto di cellule. Devono, infatti, essere soddisfatti due principali requisiti: i) dis-
porre di una fonte virtualmente illimitata di cellule; ii) la possibilità di raggiun-
gere simultaneamente diverse aree danneggiate del SNC. Le cellule staminali
embrionali e le staminali neuronali dell’adulto (somatiche) possono soddisfare
entrambi questi criteri, poiché sono intrinsecamente capaci di modificare il pro-
prio indirizzo di differenziazione secondo le diverse necessità ambientali e, per-
tanto, possono costituire una fonte ideale di cellule per terapie fondate sul tra-
pianto in diverse malattie del SNC.

La fonte cellulare
I progenitori neuronali derivanti da cellule embrionali non sono stati usati esten-
sivamente a scopo di trapianto, tuttavia sono in grado di differenziarsi in cellule
gliali e rivestire in vivo assoni demielinizzati in modelli animali (41). Purtroppo
molti esperimenti sono stati complicati dalla formazione di tessuti eterologhi e
teratomi all’interno degli organi trapiantati (42). Per superare parzialmente que-
ste limitazioni, recentemente sono stati sviluppati protocolli per generare in vitro
un numero elevato di precursori neurali a partire da cellule embrionali (43).
Le cellule staminali neurali somatiche di mammifero garantiscono neuronogene-
si e gliogenesi all’interno di specifiche aree del SNC durante l’età adulta e pos-
seggono la capacità di generare una progenie di cellule neurali che possono inte-
grarsi e riparare il tessuto di origine (44). Queste cellule possono essere isolate da
cervelli sia fetali che adulti e possono essere espanse e coltivate in medium di col-
tura per anni, fornendo così una fonte rinnovabile di cellule utilizzabili per il tra-
pianto (45). Queste cellule, infatti, mostrano capacità di proliferazione e crescita
stabile in presenza di fattori di crescita, sono capacità di autorinnovarsi, dimo-
strano multipotenzialità e plasticità funzionale, anche dopo diversi passaggi in
vitro o dopo diversi cicli di congelamento e scongelamento. Inoltre, plasticità e
flessibilità funzionale possono essere modulate in vitro tramite l’esposizione a
diversi fattori di crescita. Nei modelli animali di demielinizzazione il trapianto di
cellule staminali neurali ha dimostrato che esse hanno la capacità di differenziar-
si in oligodendrociti e di rivestire gli assoni, promuovendone il recupero funzio-
nale (46, 47). Si noti che finora il trapianto di cellule staminali somatiche non ha
mai indotto la crescita di tumori.

La via di trapianto di cellule staminali
La multifocalita della SM limiterebbe per se la fattibilità di terapie trapiantisti-
che. Questa limitazione può essere superata introducendo le cellule nel circolo
sanguigno o nel liquido cerebrospinale: una volta così iniettate, esse raggiungo-
no le multiple aree d’infiammazione. Questo homing specifico è stato spiegato,
almeno in parte, con l’espressione costitutiva di un vasto numero di molecole d’a-
desione. Una volta fermamente ancorate alla microvascolatura cerebrale, le cel-
lule trapiantate seguirebbero un gradiente di chemochine, citochine e di loro
recettori nelle sedi d’infiammazione delle lesioni cerebrali. Questa ipotesi è con-
fermata dalla recente dimostrazione che le cellule staminali adulte, somministra-
te per via endovenosa o liquorale, promuovono un recupero anatomico e funzio-
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nale della mielina negli animali affetti da EAE, indovandosi nelle aree infiamma-
te del cervello e del midollo attraverso l’espressione delle molecole di adesione
CD44 e VLA-4. (46), utilizzando, quindi, alcune vie di homing proprie dei linfo-
citi encefalitogeni.
Di fatto, le cellule staminali neurali multipotenti pur rivelandosi efficienti nel tra-
sformarsi in oligodendrociti hanno dimostrato anche capacità neuroprotettive (46,
47); tali capacità, in un senso o nell’altro, sembra siano indotte dall’ambiente
locale con cui vengono a contatto, che può stabilire il destino evolutivo delle cel-
lule trapiantate. Recentemente è stato dimostrato che, dopo il trapianto, le cellu-
le staminali neurali possono rimanere in uno stato indifferenziato e continuare a
rilasciare fattori di crescita neuroprotettivi (46, 48). Questo ultimo dato suggeri-
sce che la riparazione del danno mielinico potrebbe anche essere dovuto ad una
attività “bystander” delle cellule staminali, le quali modulano il recupero dei neu-
roni e/o oligodendrociti attraverso il rilascio di molecole neurotrofiche (49) o ini-
bendo la proliferazione di cellule mielinotossiche (47).
L’integrazione funzionale delle cellule staminali nei siti di trapianto rimane il pro-
blema più critico. Vi sono scarse evidenze che queste cellule possano ricostruire
l’architettura tridimensionale del sistema nervoso e generare elementi cellulari
propriamente funzionanti, cioè capaci di integrarsi nei circuiti neuronali. Sono
pertanto necessari ulteriori studi per stabilire se le cellule staminali possono gene-
rare cellule neuronali o gliali normofunzionanti: fino ad oggi la maggioranza
degli studi si è limitata a valutare gli aspetti morfologici o immunoistochimici.

Cellule staminali del midollo osseo e rimielinizzazione
Le cellule staminali del midollo osseo conservano la capacità di auto-rinnovarsi
e differenziarsi in cellule di tutte le linee ematiche durante la vita adulta.
Recentemente queste cellule si sono dimostrate capaci di differenziarsi in altri tipi
cellulare specifici, inclusi quelli di tipo neuronale, dopo trapianto nei roditori e
nell’uomo (50). Ciò avverrebbe per transdifferenziazione (conversione diretta in
neuroni) e/o fusione cellulare (assimilazione di cellule trapiantate con neuroni
preesistenti e formazione di eterocarionti). Recenti risultati indicano che anche la
plasticità delle cellule staminali emopoietiche può contribuire alla rimielinizza-
zione. In ratti con lesioni demielinizzanti del midollo spinale l’iniezione endove-
nosa o intracerebrale di cellule staminali emopoietiche ha dato luogo a vari gradi
di rimielinizzazione, proporzionale al numero di cellule somministrate.
Nell’insieme, questi dati supportano il concetto che le cellule staminali del midol-
lo osseo possono essere un utile strumento di riparazione tissutale cerebrale, tut-
tavia, nonostante l’evidenza sia in campo animale che umano, la reale portata
terapeutica del trapianto di midollo osseo nelle malattie neurologiche è ancora
controverso (50, 51).

Conclusioni

Numerosi approcci sperimentali di trapianto cellulare hanno tentato di chiarire i
meccanismi biologici e molecolari sottostanti alla riparazione del SNC. Oggi le
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teorie a sostegno dell’assenza di un potenziale di rinnovamento cellulare nel SNC
dell’adulto sono state definitivamente contraddette, promettenti fonti di cellule
mielinogeniche a scopo di trapianto sono state caratterizzate e nuove strategie
sono state proposte e sperimentate. Si è ottenuta una migliore comprensione delle
dinamiche della rimielinizzazione endogena anche se i primi risultati negativi di
questo approccio cellula-mediato nei pazienti con SM hanno raffreddato molte
aspettative. Questa evidenza negativa si associa ad altri limiti non ancora supera-
ti: il numero limitato di cellule mielinizzanti che può essere coltivato in vitro e la
limitata capacità di migrazione delle cellule trapiantate. Sebbene alcune cellule
somatiche possono rappresentare una nuova e promettente via da percorrere, sono
ancora necessari altri studi per stabilire sicurezza, efficacia e plasticità in vivo di
queste cellule, prima di intraprendere ogni futura applicazione sull’uomo.
L’attuale grande scommessa consiste nello sviluppo di un approccio affidabile e
riproducibile per ottenere un completo ripristino anatomico e funzionale dell’ar-
chitettura mielinica nei pazienti affetti da SM.
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19

Rigenerazione di tessuto epatico
con infusione di cellule staminali:
modelli animali

Il possibile utilizzo delle cellule staminali in terapia ha suscitato un crescente
interesse nel corso dell’ultimo quinquennio. Il compartimento staminale epatico
(costituito dalle cosiddette “cellule ovali”) è stato identificato a livello dei dotti
di Hering, ma lavori recenti suggeriscono che almeno una sottopopolazione di
precursori cellulari epatici possa derivare da cellule emopoietiche residenti nel
midollo osseo. Petersen et al. Science 284: 1168, 1999) hanno trapiantato con
cellule staminali di derivazione midollare ratti irradiati letalmente e sottoposti a
danno epatico da 2-acetoaminoflurene e CCl4, un metodo per indurre la prolif-
erazione delle cellule ovali. Utilizzando il cromosoma Y come tracciante, cellule
maschili sono state identificate nel fegato di ratti femmina riceventi il trapianto
midollo da ratti donatori di sesso maschile. Lagasse e Coll (Nat Med 6: 1229,
2000) ha dimostrato che il trapianto di cellule emopoietiche nel topo FAH (-/-),
modello animale di tirosinemia tipo I, determinava la sopravvivenza dell’ani-
male (altrimenti affetto da insufficienza epatica letale) e normalizzava le fun-
zioni del fegato. Almeno quattro studi clinici suggeriscono che anche nell’uomo
cellule di derivazione midollare possano originare cellule parenchimali epatiche,
anche se l’entità del ripopolamento in alcuni studi è molto modesto, tanto da
essere stato considerato non significativo dal punto di vista fisiopatologico.
Inoltre, studi recenti indicano che il chimerismo osservato da Lagasse non è il
risultato di un processo di differenziazione di cellule di derivazione midollare in
epatociti, ma piuttosto di una fusione tra la cellule emopoietica (probabilmente
allo stato di macrofago) e la cellula epatica. Il risultato comunque sarebbe la ter-
apia del difetto genetico, anche se conosciamo ancora poco sulla biologia delle
cellule risultanti dal processo di fusione. Lavorando in collaborazione con il
Cedars-Sinai Medical Center di Los Angeles, abbiamo identificato una specifica
popolazione di cellule staminali residenti nel midollo osseo in grado di differen-
ziarsi in cellule parenchimali epatiche sia in vitro che in vivo. Queste cellule
sono state utilizzate per migliorare la compatibilità donatore-ricevente in un
modello animale di trapianto di fegato. Inoltre, abbiamo osservato che l’in-
duzione di un danno epatico reversibile da ischemia/riperfusione determina l’in-
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tegrazione di questa popolazione cellulare nel fegato e la loro differenziazione
in epatociti. I dati preliminari suggeriscono inoltre assenza di fenomeni di
fusione cellulare. Questi risultati potrebbero avere importanti implicazioni nella
terapia delle malattie congenite del metabolismo epatico (Biochem Biophys Res
Commun. 288: 156-64, 2001 - Surgery 132: 384-90, 2002 - J Hepatol 36: 25,
2002).
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20

Cellule staminali mesenchimali:
biologia e applicazioni cliniche

In aggiunta alle cellule staminali emopoietiche (HSCs) in grado di generare pro-
genitori orientati verso la maturazione terminale, il midollo osseo contiene cellu-
le staminali non-emopoietiche di tipo mesenchimale (1) e di tipo epiteliale (2). Le
“cellule staminali mesenchimali” (MSCs), dotate di capacità di automantenimen-
to e di pleiotropica capacità differenziativa in senso osteoblastico, condrocitario,
adipocitario, mioblastico e fibroblastico sono anche denominate “cellule stroma-
li midollari”, data la loro capacità di generare le cellule del microambiente midol-
lare (3, 4). Le cellule stromali del microambiente midollare sono fortemente ete-
rogenee essendo costituite oltre che dalla progenie delle MSCs anche da cellule
endoteliali e macrofagi (questi ultimi benchè generati dalla HSC vengono consi-
derati componenti funzionali dello stroma) (5, 6). 
Dal punto di vista funzionale, le cellule mesenchimali del microambiente midol-
lare e i loro prodotti biosintetici giocano un ruolo fondamentale nella regolazio-
ne della proliferazione e differenziazione emopoietica. Le cellule stromali sinte-
tizzano fattori di crescita e citochine regolatrici, esprimono molecole adesive e
producono proteine della matrice extracellulare che compartimentalizzano le
molecole regolatrici (7, 8). Benchè citochine e fattori di crescita svolgano un
ruolo cruciale nella regolazione della proliferazione e differenziazione emopoie-
tica, appare improbabile che l’emopoiesi sia regolata da una miscela casuale di
fattori di crescita e cellule target (9). È verosimile che molecole regolatorie e
fenomeni di localizzazione a livello dello stroma midollare siano essenziali per
regolare l’emopoiesi. Benchè le conoscenze circa i fattori stromali in grado di
modulare lo sviluppo di cellule emopoietiche lungo le varie filiere differenziati-
ve siano relativamente limitate, appare evidente che le cellule del microambiente
midollare sono coinvolte non solo nella regolazione della proliferazione e diffe-
renziazione mieloide ma anche in quella T e B linfoide attraverso tre modalità
operative: (i) interazioni cellula-cellula; (ii) interazioni tra cellule emopoietiche e
molecole della matrice extracellulare; (iii) interazioni tra cellule emopoietiche e
citochine regolatrici (5). 
Il ruolo esatto che le cellule del microambiente, le molecole adesive e le protei-
ne della matrice extracellulare svolgono nella localizzazione e organizzazione
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spaziale delle cellule emopoietiche e nella regolazione della ricostituzione mie-
loide e linfoide dopo trapianto di cellule staminali emopoietiche (SCT) rimane
oggetto di ipotesi (10). Studi nel topo hanno dimostrato che cellule staminali e
progenitrici emopoietiche hanno una peculiare distribuzione lungo la cavità
midollare del femore suggerendo una suddivisione del microambiente midollare
in aree funzionalmente distinte (“microambiente primario” e “microambiente
secondario”) che condizionano distinte modalità differenziative delle cellule sta-
minali emopoietiche (11). L’esistenza di aree microambientali primarie e secon-
darie è supportata dagli esperimenti di Schofield (12) che dimostrano un ruolo
delle cellule microambientali nel mantenere la cellula staminale emopoietica in
condizioni quiescenti e suggeriscono l’esistenza della “nicchia della cellula sta-
minale”. Un altro meccanismo che supporta il concetto di aree specializzate del
microambiente è rappresentato dalla produzione compartimentalizzata di fattori
di crescita (9). Fattori di crescita prodotti localmente dalle cellule stromali si
legano a strutture della matrice extracellulare e vengono presentati alle cellule
target che riconoscono ciascun fattore attraverso specifici recettori (9). Questo
meccanismo consente di localizzare in aree specifiche del microambiente eleva-
te concentrazioni di specifici fattori di crescita. Allo stato attuale, poco si cono-
sce circa i fattori stromali in grado di modulare la differenziazione emopoietica.
Un crescente numero di evidenze suggerisce che la stroma midollare è implica-
to non solo nella regolazione della proliferazione delle cellule mieloidi ma anche
nello sviluppo T e B linfocitario (13-16). Specifiche molecole di adesione e cito-
chine sono in grado di regolare la B e T linfopoiesi stroma-dipendente (17, 18)
suggerendo che lo stroma midollare possa funzionare come sede extra-timica di
T e B linfopoiesi. 
L’esistenza della MSC in grado di auto-mantenersi è supportata da molti dati in
vivo e in vitro (19). A livello funzionale, le MSCs che risiedono nel microam-
biente midollare sono in grado di generare uno stroma midollare complesso sia in
vivo che in vitro e hanno capacità differenziativa multilineare essendo infatti
capaci di generare progenitori con potenziale differenziativo ristretto alla filiera
fibroblastica, osteoblastica, adipocitaria, condrocitaria e mioblastica (20-22). In
assenza di un sistema di coltura in grado di quantificare la MSC, l’unica classe di
progenitori mesenchimali attualmente saggiabile in vitro è rappresentata dalle
CFU-F (fibroblastic colony-forming cells) (23). Le CFU-F generano in vitro
colonie di differente taglia e potenziale proliferativo morfologicamente costituite
da cellule di tipo fibroblastico le quali sono in grado, in presenza di appropriati
stimoli, di differenziare in senso adipocitario (22) o osteoblastico (24) e sono in
grado di generare uno spettro completo di cellule mesenchimali se trapiantate
sotto la capsula renale di un ricevente singenico (“stromal stem cell hypothesis”)
(20, 25-28). Un saggio non clonogenico per lo stroma midollare è rappresentato
dalle colture a lungo termine tipo Dexter che generano uno stroma complesso
costituito dai diversi tipi di cellule mesenchimali che compongono il microam-
biente midollare. 
Prerequisito per l’uso clinico di cellule mesenchimali è la possibilità di isolare
progenitori mesenchimali e di espanderli ex vivo in condizioni di coltura stan-
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dardizzate. L’isolamento e l’espansione ex vivo di progenitori mesenchimali
risiede nella disponibilità di anticorpi (es., STRO-1, SH-2) non cross-reattivi con
l’antigene CD34 e capaci di riconoscere una sottopopolazione di cellule midolla-
ri in grado di generare in vitro stromi midollari completi e funzionalmente attivi
(29,30). Nessuno degli anticorpi attualmente disponibili è specifico per le MSCs. 
L’importante ruolo delle cellule mesenchimali nella regolazione del sistema
emopoietico è dimostrato da molteplici evidenze cliniche e sperimentali. Nel
modello di trapianto in utero (IUT) nella pecora, è stato dimostrato che la rein-
fusione combinata di cellule staminali emopoietiche e cellule stromali midollari
aumenta significativamente i livelli di attecchimento di cellule del donatore (31).
Nel modello di IUT nel topo NOD/SCID, il potenziale di attecchimento delle
cellule staminali fetali viene abrogato se il ricevente viene irradiato prima del
trapianto suggerendo che il microambiente midollare esercita un ruolo cruciale
nell’attecchimento mielo- linfo-poietico (32). Nell’uomo, un tipico modello di
alterazione del microambiente midollare che condiziona una ridotta elasticità
funzionale dell’emopoiesi si realizza dopo trapianto di cellule staminali emo-
poietiche. In questa condizione, oltre ad una significativa riduzione della fre-
quenza di progenitori emopoietici primitivi e orientati, si osserva una marcata
riduzione della capacità delle cellule mesenchimali di supportare l’emopoiesi
allogenica o autologa (33-36).
Il ruolo dello stroma midollare nella regolazione emopoietica e le peculiari carat-
teristiche funzionali delle cellule mesenchimali consentono di ipotizzare nume-
rose applicazioni cliniche dei progenitori mesenchimali generati ex vivo. Le
MSCs potrebbero essere utilizzate in associazione o meno a cellule staminali
emopoietiche allo scopo di ‘rigenerare’ il microambiente midollare danneggiato
dalla chemio-radioterapia o per migliorare la ricostituzione mieloide e linfoide
dopo trapianto di cellule staminali. Inoltre, le caratteristiche funzionali delle
MSCs (radio-resistenza, attività metabolica, capacità di compartimentalizzare la
produzione di citochine e di interagire in modo selettivo con le cellule emopoie-
tiche) le rendono un target di rilevante interesse in strategie di terapia genica (es.,
in pazienti affetti da deficit enzimatici o proteici) (37). Dati recenti dimostrano
che le MSCs sono in grado di modulare la risposta proliferativa di linfociti T allo-
genici in vitro e suggeriscono un ruolo per le cellule stromali nella modulazione
del rigetto e nella prevenzione della malattia da trapianto verso l’ospite (38). 
Un numero molto limitato di studi clinici ha sinora esplorato l’uso in vivo delle
MSCs. In accordo a dati riportati in uno studio di fase I, la reinfusione di MSCs
appare ben tollerata e priva di effetti collaterali (39). Occorre sottolineare che a
causa della limitata conoscenza della biologia delle MSCs, le applicazioni clini-
che delle MSCs rimangono oggetto di ipotesi che vanno attentamente testate
mediante appropriati studi preclinici e programmi clinici. Prerequisiti essenziali
per l’uso clinico di cellule mesenchimali sono: (i) la possibilità di isolare proge-
nitori mesenchimali e di espanderli ex vivo in condizioni di coltura standardizza-
te (40) e (ii) la dimostrazione della trapiantabilità delle MSCs. 
In conclusione, lo studio della biologia delle MSC appare ancora ad uno stadio
iniziale e molti aspetti devono essere adeguatamente esplorati prima che si possa
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procedere, in condizioni cliniche appropriate, a valutare l’impatto terapeutico
delle MSC nel contesto di strategie di terapia cellulare e terapia genica.
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Terapia trapiantologica con cellule
staminali emopoietiche delle malattie
autoimmuni gravi/refrattarie,
immunosoppressione, immunomodulazione,
e/o abrogazione di autoimmunità?

Sebbene la terapia delle malattie autoimmuni (MAl) sperimentali mediante il tra-
pianto di midollo risalga a ricerche ormai antiche, la prima proposta di utilizzare
procedure trapiantologiche in terapia umana fu effettuata poco più di una decade
fa (1). Da allora si sono sviluppati due indirizzi fondamentali: il primo fondato
sui risultati empirici (“serendipici’) ottenuti a seguito di trapianti di cellule sta-
minali (CSE) allogeniche effettuati per malattie coincidenziali (2), ossia in
pazienti affetti da tempo da MAI ed aventi sviluppato una malattia oncoematolo-
gica necessitante di trapianto, il secondo derivante dai risultati del gruppo di van
Bekkum (3) in MAI sperimentali (encefalomielite “allergica” sperimentale-EAE,
ed aririte da adiuvante-AA) mediante trapianto di CSE autologhe (più esattamen-
te “pseudoautologhe”). Da tali premesse ha tratto origine uno spettro esteso tanto
di segnalazioni di casi di particolare interesse, quanto di studi policentrici, fra i
quali i più significativi provengono dal Working Party deII’EBMT, coordinati
dapprima da Tyndall ed attualmente da Saccardi. Lo spazio ristretto di questa let-
tura non consente una disamina sufficientemente ampia della materia, per la quale
si rimanda a due trattazioni (monografiche) approfondite e recentissime (4, 5). La
presentazione sarà improntata ad una sintetica sineresi fra contributi, soprattutto
policentrici, recenti ed esperienza personale. Poiché la biomedicina contempora-
nea è tutta tesa verso la cosiddetta medicina rigenerativa, è bene evidenziare sin
dall’inizio i due aspetti fondamentali della terapia con cellule staminali delle
MAI:
1. Sopprimere la catena patogenetica autoimmune all’origine del danno d’orga-

no.
2. Somministrare CS (a prescindere dal loro grado di “stemness”) dotate di pla-

sticità tale da ricreare (indipendentemente dal meccanismo biologico reale) un
pool di CS specifiche delle linee cellulari distrutte.

Tale duplice linea di intervento deve essere integrata. La seconda riflette il tema
fondamentale del corso. Va peraltro ribadito che non risponde ad un orientamen-
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to terapeutico definitivo il proposito di somministrare CS “rigenerative” senza
avere in precedenza eradicato o quanto meno controllato la sequenza patogeneti-
ca autoimmune che è all’origine delle varie patologie.

Trapianti allogenici

Il trapianto di CSE allogeniche, famigliari e/o non famigliari, identiche e/o non
identiche, è l’unico trapianto nell’accezione reale del termine. 
Questa verità bioimmunologica nulla detrae all’importanza clinica del trapianto
autologo, che si avvale per tecnica dell’esperienza del precente, e che sarà dis-
cusso più oltre. I risultati cimici possono essere suddivisi in due sottocapitoli.

Trapianti per malattie coincidenziali
Nei 10 casi di artrite reumatoide (RA) raccolti (2) vi fu una mortalità trapianto-
logica del 30% (casistica pre-1980), una sopravvivenza globale a 10 anni del 70%
e una percentuale di ricadute del 40%. Un maggiore ottimismo proviene da un
caso recentemente allotrapiantato “primariamente”, ma occorre un follow-up più
prolungato. Altri casi sono quelli di psoriasi, LES, sindrome antifosfolipidica ed
enterite di Crohn, nei quali si verificarono remissioni persistenti.

Trapianti ad intensità ridotta (“non mieloablativi”)
ed effetto “Graft vs Autoimniunity (GVA)
Com’è noto, negli ultimi tempi si punta molto sulla riduzione del regime che-
mioterapico di condizionamento (regimi RICT), allo scopo di ridurre la tossicità
peritrapiantologica (TRM), facendo poi molto assegnamento sull’azione biologi-
ca del sistema immune del donatore. Tale effetto, ben noto in oncoematologia, è
stato anche dimostrato per alcune MAI, specie a seguito di infusioni linfocitarie
del donatore (DLI).

Trapianti autologhi

Sono ormai oltre 500 i casi di MAI trattati con autotrapianto di CSE e raccolti dal
WP dell’EBMT, e non è certo prospettabile farne qui una disamina anche solo
riassuntiva. In via generale va ricordato che la TRM è stata dell’ordine del 7%,
che si è fatto ricorso a CSE mobilizzate nel sangue periferico, e che i condizio-
namenti più intensivi sono stati seguiti sì da una maggiore durata della remissio-
ne, ma anche da una maggiore TRM. Sebbene si sia prospettato un effetto immu-
nomodulante dell’autotrapianto (6), si deve pur ammettere che tali risultati Io
avvicinano, per quanto riguarda il meccanismo d’azione, alla procedura con
ciclofosfamide da sola (200 mg/kg), propugnata e perseguita dal Johns Hopkins
(7). Le MAI per le quali è stato maggiormente utilizzato l’autotrapianto di CSE
sono la sclerosi multipla (MS), la sclerosi sistemica (SSc), la RA, il lupus (LES)
e le emopatie autoimmuni. Sarà dato un cenno su alcune.
Non c’è dubbio che i risultati più incoraggianti si vanno ottenendo nella MS, al
punto che ha avuto inizio un trial prospettico europeo in fase II noto come
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ASTIMS, coordinato da G.L. Mancardi. è di estremo interesse la cancellazione
totale e durevole delle lesioni gadolinio-assumenti già dopo la dose mobilizzante
di ciclosfamide (8), anche se ovviamente la sola terapia immunodepressiva non è
in grado di riparare il danno assonico secondario.
Per quanto riguarda il LES, il primo caso mondiale è stato autotrapiantato a
Genova nel 1996 (9), e la paziente è in buona remissione con minima corticote-
rapia. Altri 3 casi sono stati trapiantati con buon esito. Una casistica europea
include 53 pazienti trapiantati in 23 centri (10): la sopravvivenza globale fu di
84% a 12 mesi, con remissione completa (SLEDAI<3) neI 66%, ma con un 32%
di ricadute. Ben s’intende che si tratta di un raggruppamento nosologico all’api-
ce dell’iceberg di gravità. Sempre I’EBMT ha raccolto i dati di 36 pazienti affet-
ti da emocitopenie autoimmuni refrattarie (11): il primo trapianto fu allogenico in
9 pazienti ed autologo in 27. Dei 26 pazienti valutabili dopo l’autologo 3 mori-
rono per TRM, 1 mori per progressione di malattia, 7 furono refrattari, 6 ebbero
risposte transitorie e 9 risposte permanenti (38%). Dei 7 pazienti valutabili dopo
l’allogenico 1 morì di TRM e 1 di progressione di malattia, ma 5 ebbero una
remissione continuata (71%). Lo spazio non concede di trattare i risultati nella
SSC e nella RA.

Stato dell’arte e considerazioni conclusive

Tutte le terapie immunosoppressive intensive si sono dimostrate efficaci nelle
MAI severe, refrattarie e fortemente aggressive. Il trapianto di CSE autologhe,
benefico in tante situazioni anche di emergenza, non è peraltro in grado di con-
seguire la tanto desiderata tolleranza. Ricerche recentissime nella MS hanno
dimostrato che, sebbene il sistema immune sia alterato significativamente dopo
l’autotrapianto, le caratteristiche funzionali, fenotipiche e clonali delle cellule T
ricostituite portano l’impronta (“carry the imprint”) del sistema immune origina-
le che era stato inizialmente distrutto (12). Tuttavia è anche possibile prolungare
la remissione utilizzando in maniera particolare il Rituximab (13).
Il trapianto allogenico, che favorisce un sistema immune “nuovo e sano” (ancor-
chè generalmente HLA - identico) ha indubbiamente un potenziale curativo mag-
giore, anche grazie all’effetto Grafi - versus - Autoimmunity (14). Tuttavia esso
non abroga la componente autoantigenica, tranne nelle emomielopatie autoim-
muni, nelle quali l’allotrapianto muta intieramente entrambe le causali dell’au-
toimmunità, quella antigenica e quella autoaggressiva. La dimostrazione recente
che la tiroidectomia è seguita dalla graduale scomparsa degli anticorpi antitiroi-
dei (15) è un insegnamento importante per la complessa terapia radicale delle
MAI.
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Trapianto di cellule staminali
nelle distrofie muscolari

Le cellule staminali umane isolate dai muscoli possono rappresentare l’oggetto di
uno studio preclinico per ottimare nuove strategie terapeutiche nelle distrofie
muscolari. Queste cellule devono essere selezionate in origine per l’espressione
di markers specifici di staminalità che il nostro gruppo ha identificato e pubbli-
cato (Torrente et al. J. Cell Biol 2001). Queste cellule inoltre sono in grado di cor-
reggere il difetto muscolare dopo trapianto diretto o per via sistemica (El Fahime
et al., Exp Cell Res 2002; Torrente et al. J. Cell Biol 2003). Un importante carat-
teristica biologica di queste cellule che emerge da diversi studi è che le cellule
staminali mostrano una importante plasticità nel loro differenziamento dando
quindi la possibilità di ottenere un fenomeno di “interconversione” tra progenito-
ri derivanti dal medesimo e/o differente foglietto embrionale. Il nostro gruppo ha
inoltre isolato cellule staminali umane muscolari e circolanti in grado di diffe-
renziare correttamente in tessuto muscolare sano (Torrente et al., J. Clin. Inv.
2004). In questa parte di studio abbiamo messo a punto una metodica capace di
isolare ed arricchire, a partire dal muscolo, il numero di cellule staminali umane
AC133/CD34 doppie positive che in vitro sembra essere ben capace di differen-
ziare in tessuto muscolare. Queste cellule si sono dimostrate capaci di esprimere
markers di progenitori muscolari tramite studi di SAGE quali Pax7 marker di cel-
lule satelliti quiescienti ed attivate (Seale et al., 2000) e Myf 5 marker di cellule
satelliti attivate (Cornelison & Wold 1997). Queste cellule sono state iniettate
(5X104) direttamente nel muscolo Tibiale Anteriore (TA) di 15 topi immunode-
pressi SCID. Gli animali cosi trattati sono stati caratterizzati 60 giorni dopo l’i-
niezione intramuscolare. Queste cellule sono state iniettate (5X104) direttamente
nel muscolo Tibiale Anteriore (TA) di 15 topi immunodepressi SCID. Gli anima-
li cosi trattati sono stati caratterizzati 60 giorni dopo l’iniezione intramuscolare.
La differenziazione muscolare è stata testata usando i anticorpi umani. Le cellu-
le AC133 positive muscolari umane sono capaci di formare correttamente tessu-
to muscolare umano. Infatti abbiamo evidenziato fibre esprimenti la distrofina
umana (Dys 3) (7 + 1 per sezione). Abbiamo dimostrato quindi le capacità diffe-
renziative muscolari in vivo delle cellule staminali muscolari umane isolate in
base all’espressione dell’antigene di superficie AC133.
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Possibilità di intervenire con protesi
biologiche nella terapia della malattia
di Parkinson

Anatomia funzionale e fisiopatologia dei sintomi
nella malattia di Parkinson

Nel corso degli ultimi decenni, le conoscenze sulla neuroanatomia chimica si
sono arricchite di numerosi dettagli sul funzionamento dei gangli della base e
sulle loro connessioni anatomiche intrinseche ed estrinseche. Le diverse strutture
che compongono i gangli della base sono altamente interconnesse con diversi cir-
cuiti a retroazione che elaborano un importante flusso di informazioni prima di
reindirizzarle all’esterno dei gangli stessi. I principali nuclei dei gangli della base,
che svolgono un ruolo di rilievo nel controllo motorio, sono: il nucleo caudato, il
putamen, il globo pallido (parte interna e parte esterna), il nucleo subtalamico e
la sostanza nera (parte compatta e parte reticolata). Nel corso degli anni recenti è
stata svolta una dettagliata mappatura delle connessioni che connettono queste
diverse strutture e delle proiezioni che esse hanno all’esterno dei gangli della
base. Ciononostante, esistono ancora molte domande irrisolte sull’organizzazio-
ne anatomofunzionale dei gangli della base.
È oggi chiaro, che le diverse componenti dei gangli della base funzionano in
modo integrato e che le alterazioni anche di una sola di esse provocano alterazioni
del trasferimento dei dati all’interno dei gangli e, conseguentemente, anche all’e-
sterno. La principale alterazione patologica della malattia di Parkinson (MP) è la
degenerazione dei neuroni dopaminergici nigrostriatali. Tali neuroni costituisco-
no l’ossatura intorno alla quale il corpo striato si assembla nel corso dello svi-
luppo embrionario. La perdita dei neuroni dopaminergici costituisce un fenome-
no lento e progressivo, che causa variazioni sia a livello del corpo striato (ove le
terminazioni dopaminergiche degenerate non stimolano più i recettori dopami-
nergici su cui agire), che a livello delle proiezioni afferenti alla sostanza nera (che
non trovano più il sito post-sinaptico su cui normalmente agiscono) (Fig. 1). Gli
assoni dei neuroni nigrostriatali sono molto lunghi; costituiscono il fascio nigro-
straitale che si dirige rostralmente per diversi centimetri fino a raggiungere il
corpo striato. Lì i terminali dopaminergici si sfioccano con un’arborizzazione
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molto ricca, tanto che i terminali di un singolo neurone occupano fino ad un terzo
del volume del nucleo caudato o del putamen. Senza considerare la presenza dei
fenomeni degenerativi all’esterno dei gangli della base (che anche caratterizzano
la MP), la terapia ideale della MP consisterebbe nel ripristino dei neuroni nigro-
striatali degenerati e delle loro connessioni afferenti ed efferenti.

Terapie cellulari nei pazienti con malattia di Parkinson

Uno dei veri miracoli della medicina moderna è consistito nell’introduzione della
levodopa, il precursore della dopamina, nella terapia della MP. Tuttavia, fin dai
primi studi clinici sulla levodopa sono state osservate complicazioni inattese,
quali movimenti coreoatetosici (discinesie) e fluttuazioni da una condizione di
buona mobilità (il periodo on), spesso accompagnato da discinesie, a uno stato di
grave parkinsonismo (il periodo off), che compare spesso più volte nella stessa
giornata. Queste complicanze sono divenute sempre più comuni e invalidanti man
mano che la durata di malattia si è accresciuta e la durata dell’esposizione alla
levodopa è aumentata.
Gli esperimenti basati sull’impianto di cellule dopaminergiche si sono a lungo
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Figura 1 - Ricostruzione di un
neurone dopaminergico nigro-
striatale identificato con meto-
diche elettrofisiologche. Il
corpo cellulare e i dendriti che
proiettano lateralmente sono
colorati in arancio; i dendriti
ventrali che proiettano nella
parte reticolata sono colorati in
viola; la porzione iniziale del-
l’assone, che è troncato e nor-
malmente si estende fino al
corpo striato, è colorata in gial-
lo (freccia). La posizione del
neurone nella regione mesen-
cefalica è indicata in basso a
destra; si nota come il dendrite
color viola si estende per
un’ampia porzione del mesen-
cefalo, oltre la parte reticolata,
fino al fascio corticospinale.
Da (21)
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incentrati sulla possibilità di reinnervare direttamente il corpo striato, che è un
obiettivo chirurgico facile e ha un volume ampio. Gli studi in pazienti con MP che
hanno ricevuto trapianti intra-striatali di tessuto fetale mesencefalico umano,
ricco di neuroni dopaminergici post-mitotici, hanno fornito la prova del principio
che, dal punto di vista tecnico, la reintegrazione di neuroni può funzionare nel
cervello dell’uomo. I neuroni trapiantati sopravvivono e reinnervano lo striato per
almeno 10 anni nonostante non sia interrotto il processo morboso in corso, che
distrugge i neuroni dopaminergici propri del paziente (1;2). I trapianti sono in
grado di normalizzare la liberazione striatale di dopamina (2) e di annullare la
riduzione di attivazione corticale, che è il correlato funzionale dell’acinesia (3).
In sostanza, i neuroni dopaminergici trapiantati possono integrarsi funzionalmen-
te nei circuiti nervosi del cervello (3). Diversi studi in aperto hanno riferito del
beneficio clinico (4;5). In alcuni casi i pazienti hanno potuto interrompere per
diversi anni la terapia con levodopa e riprendere una vita indipendente (2).
Due recenti studi controllati con impianto chirurgico vero o finto hanno invece
mostrato solo miglioramenti modesti (6;7), indicando così che le metodiche di
impianto cellulare attualmente impiegate sono lungi dall’essere ottimali. È possi-
bile spiegare la pochezza dei risultati di uno di questi due studi con l’esiguità del
numero di neuroni trapiantati e sopravvissuti (6) a paragone di quanto osservato
negli studi in aperto (1;8;9). Nell’altro dei due studi, invece, al momento dell’ar-
ruolamento i pazienti erano in condizioni di disabilità alquanto grave e quindi
presentavano presumibilmente un quadro degenerativo più esteso. Infine, l’im-
munosoprressione attuata nei pazienti dei due studi controllati è stata di breve
durata o assente, il che costituisce una variabile non secondaria.
Un aspetto importante è dato dalla scoperta, effettuata per la prima volta median-
te gli studi controllati, che dopo il trapianto possono svilupparsi discinesie (7;10),
che sono invalidanti nel 7-15% dei pazienti trapiantati (6;7;10). Si ritiene che que-
sto effetto collaterale non sia causato da un’eccessiva crescita di terminali dopa-
minergici (7;10;11), ma piuttosto da una irregolarità di reinnervazione (11), che
causa livelli bassi o intermedi di dopamina in alcuni punti dello striato, o dalla
presenza di una risposta immunitaria e infiammatoria cronica intorno al trapian-
to (7). Un’interpretazione alternativa è che le discinesie indotte dal trapianto pos-
sano essere spiegate con una composizione sfavorevole del tessuto impiantato in
rapporto al contenuto cellulare prevalente: neuroni dopaminergici provenienti
dalla sostanza nera, neuroni dopaminergici provenienti dall’area segmentale ven-
trale, neuroni non dopaminergici (12).

Neurostimolazione nei pazienti con malattia di Parkinson

Nel 1995, un gruppo di ricercatori di Grenoble, in Francia, hanno per la prima
volta osservato che la “sindrome da levodopa” rispondeva alla stimolazione ad
alta frequenza del nucleo subtalamico (13) (Fig. 2). Da allora, numerosi altri
gruppi hanno confermato questa osservazione. È rimasta, però, a lungo un’incer-
tezza rispetto alla durata di efficacia di questo approccio, finché non è stato osser-
vato che i risultati osservati a breve termine permangono anche 5 anni dopo l’im-
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pianto (14). In questi pazienti si osserva un marcato miglioramento delle condi-
zioni motorie che rispondono alla levodopa, senza gli effetti collaterali della tera-
pia con levodopa. Le discinesie indotte da levodopa sono migliorate considere-
volmente e sono spesso scomparse, soprattutto poiché le dosi di farmaci dopami-
nergici sono state ridotte.
I risultati a lungo termine hanno però anche mostrato che non tutti i sintomi par-
kinsoniani migliorano con l’impianto di neurostimolatori profondi. I pazienti
hanno sviluppato nel corso degli anni alcuni sintomi refrattari alla neurostimola-
zione, quali instabilità posturale, il freezing della marcia, difficoltà della parola,e
acinesia. Inoltre, la metodica espone al rischio di complicanze psichiatriche, quali
ipomania, apatia e depressione (15).

Come sviluppare una terapia con protesi biologiche
nella malattia di Parkinson

Una terapia cellulare che possa essere utilmente impiegata in clinica deve fornire
vantaggi tangibili rispetto le terapie correnti per la MP. Le terapie cellulari devo-
no produrre miglioramenti rilevanti e di lunga durata delle condizioni motorie e
devono curare le discinesie. In alternativa, le nuove terapie cellulari devono esse-
re in grado di migliorare i sintomi non controllati con altri trattamenti, ad esem-
pio l’impegno posturale. I miglioramenti clinici osservati dopo il trapianto di cel-
lule fetali (4;6;7) non hanno superato (né almeno eguagliato) gli effetti prodotti
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Figura 2 - Malattia di Parkinson e stimola-
zione del nucleo subtalamico. La sezione
coronale mostra la localizzazine dei nuclei
dei gangli della base che sono implicati
nella malattia di Parkinson. Gli schemi ana-
tomici illustrano in modo molto semplifica-
to le connessioni dei gangli della base. Le
linee rosse mostrano le connessioni inibito-
rie, le linee verdi quelle eccitatorie. Lo
spessore delle linee indica il livello di atti-
vità in rapporto alla condizione normale. La
stimolazione del nucleo subtalamico può
risultare nella normalizzazione delle proie-
zioni efferenti inibitorie dalla parte interna
del globo pallido al talamo e quindi così
causare il miglioramento dei sintomi par-
kinsoniani. La figura illustra una delle pos-
sibili spiegazioni di questo effetto: l’inibi-
zione di un nucleo subtalamico reso iperat-
tivo dalla malattia. Le sezioni coronali di
risonanza magnetica mostrano la localizza-
zione degli elettrodi con quattro contatti
(frecce) impiantati bilateralmente nel
nucleo subtalamico. Abbreviazioni: DBS,
stimolazione cerebrale profonda. Da (22)
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dall’impianto di neurostimolatori profondi (14), e non vi è evidenza che possano
migliorare i sintomi resistenti alla terapia farmacologia (4). È possibile che i
risultati solo parzialmente soddisfacenti ottenuti finora con gli impianti cellulari
siano conseguenti al fatto che lo striato è reinnervato soltanto parzialmente (4;9).
D’altra parte, però, anche negli esperimenti con animali, in cui si ottiene una
reinnervazione adeguata dello striato, i miglioramenti osservati sono soltanto
parziali (16); ciò induce a supporre che sia proprio la scelta di effettuare l’im-
pianto in una sede ectopica (quale lo striato) la causa del parziale insuccesso. In
effetti, è stato osservato in animali da esperimento che è possibile ottenere
miglioramenti clinici mediante trapianti posizionati nella sostanza nera (16;17);
questa procedura, che è stata tentata anche in clinica (18), non è in grado di rico-
struire la via nigrostriatale (16).
In linea di principio, l’uso di cellule staminali può agevolmente rimpiazzare gli
impianti di tessuto mesencefalico (Fig. 3); si ritiene, però, che tale tipo di impian-
ti ponga problemi e abbia limiti del tutto analoghi a quelli evidenziati dagli studi

Figura 3 - Generazione di neuroni
dopaminergici per la malattia di
Parkinson. È illustrato il cervello di
un ratto, nel cui neostriato vengono
impiantate cellule staminali embri-
nali (a), cellule staminali da tessu-
to fetale (b), cellule staminali pro-
venienti da cervello adulto (c) o da
altri tessuti. Da (23).
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clinici basati sull’uso di tessuto embrionario. L’esperienza accumulata nel campo
degli impianti cellulari per la malattia di Parkinson può essere riassunta finora in
pochi dati essenziali. La linea di ricerca preclinica è stata avviata oltre trenta anni
fa ed ha dato risultati molto interessanti sul piano scientifico, ma del tutto inade-
guati sul piano clinico. Le sperimentazioni cliniche sono state condotte inizial-
mente fuori delle tradizionali metodologie degli studi controllati e randomizzati.
I risultati di quest’ultimo tipo di studi non hanno confermato le osservazioni degli
studi in aperto ed hanno anzi permesso di osservare la comparsa di un importan-
te effetto collaterale, costituito dalle discinesie.
All’opposto, la scoperta della neurostimolazione profonda si è sviluppata diretta-
mente sull’uomo, senza una fase di ricerca animale preliminare, e ha portato
risultati clinici eccellenti e in breve tempo. Il confronto tra i due approcci non
regge e fa sorgere il dubbio che l’approccio cellulare nella MP sia limitato da
ragioni precipuamente anatomiche. Per questa ragione, non sorprende che oggi si
dedichi molto impegno all’uso di fattori trofici in grado di arrestare (o perfino
prevenire) a degenerazione dei neuroni dopaminergici. I primi esperimenti con
liatermina (GDNF) in condizioni di sperimentazione aperta hanno fornito risulta-
ti incoraggianti (19), ma un successivo studio controllato di fase II non ha con-
fermato le aspettative (20). Sembra replicarsi la discrepanza osservata a proposi-
to degli impianti cellulari tra studi in aperto e studi controllati. Questi dati nel loro
insieme indicano, pertanto, che è indispensabile attuare una corretta metodologia
clinica per poter dimostrare l’efficacia delle protesi biologiche nella malattia di
Parkinson e in altre malattie neurodegenerative.
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Tab. 1 - Possibili meccanismi funzionali responsabili del miglioramento clinico osservato dopo trapianto
cellulare.

Meccanismo Modo d’azione

Danno tissutale Stimolazione delle risposte plastiche dell’ospite indotta
dall’infiammazione
Interferenza con l’attività neurale dell’ospite

Correzione del deficit biochimico Liberazione di neurotrasmettitori mancanti (effetto “minipompa”)
Secrezione di fattori di crescita Stimolazione delle risposte plastiche e miglioramento

della sopravvivenza e del funzionamenti dei neuroni dell’ospite
Reinnervazione locale Restaurazione della capacità di liberare trasmettitori sinaptici
Ricostruzione dei circuiti nervosi Ristabilimento di connessioni afferenti ed efferenti funzionali
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Treatment of ischemic heart disease
with adult stem cells

Cardiovascular diseases, especially ischemic heart disease, remain the No. 1
cause of death in industrialised countries. When preventive measures fail and
myocardial infarction occurs, myocardium is subject to - supposedly - irreversi-
ble necrosis. Because the consequences are often hazardous, strategies for rege-
neration of necrotic myocardium are under intensive investigation. One of the
most promising approaches is the implantation of progenitor cells or pluripotent
stem cells in infarcted myocardium. The ability of bone marrow-derived adult
stem cells to trans-differentiate into cells of various target-organ phenotypes is a
matter of current and very controversial discussion. While accumulating eviden-
ce obtained in a variety of experimental models as well as clinical pilot studies
clearly indicates that adult stem cells can indeed improve heart function after
myocardial infarction, the cellular mechanism remains unclear. The initial eupho-
ria regarding the capacity of unmodified bone marrow or blood-derived stem cells
to trans-differentiate into cells of cardiomyocyte phenotype has faded. A benefi-
cial impact on angiogenic processes in ischemic tissue is more consistently obser-
ved, but it remains controversial whether this reflects true stem cell trans-diffe-
rentiation along the angiogenesis axis, growth factor and cytokine release by stem
cells, stress response of the target tissue to implanted cells, or a combination of
those.
Since 2001, our group focuses on myocardial transplantation of hematopoietic
stem cells that are injected in the infarct border zone of patients with previous
myocardial infarction who undergo an aorto-to-coronary bypass operation. So far,
we have treated 27 patients and observed a significant improvement of regional
myocardial blood flow as well as increased global left ventricular contractility,
without procedure-related complications. Based on our successful phase-I dose-
escalation safety trial, we recently started a controlled phase II trial that will faci-
litate assessment of the clinical efficacy of myocardial stem cell therapy. 
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Cellule staminali come cura
per l’insufficienza renale acuta

Le cellule staminali adulte sono state identificate in diversi tessuti dell’organismo
come una sottopopolazione cellulare capace di mantenere, generare e sostituire
cellule differenziate in risposta a processi di rinnovamento cellulare fisiologico o
in seguito a danno tissutale. Poco è noto circa la presenza di cellule staminali nel
rene adulto, ma è stato documentato che in particolari condizioni, come per esem-
pio durante l’insufficienza renale acuta, il rene può rigenerare se stesso attraver-
so un processo di proliferazione delle cellule renali residenti. L’origine di queste
cellule non è stato ancora ben definita ma si ipotizza che possano essere progeni-
tori cellulari o cellule staminali renali mantenute fin dalle fasi più precoci della
nefrogenesi. Inoltre recenti evidenze sia nei pazienti che nei modelli sperimenta-
li animali indicano che cellule di origine extrarenale, le cellule staminali del
midollo osseo, sono in grado di migrare al sito di danno, differenziare e promuo-
vere la riparazione strutturale del tessuto tubulare renale danneggiato durante il
processo di l’ischemia e riperfusione del rene.
La notevole plasticità delle cellule staminali isolate dal midollo osseo ci ha spin-
to a valutare la possibilità che cellule staminali mesenchimali potessero rappre-
sentare una cura per l’insufficienza renale acuta indotta da cisplatino in un model-
lo murino. I risultati hanno mostrato che la somministrazione di cellule mesen-
chimali staminali, isolate dal midollo di topi maschi, proteggeva in modo rile-
vante dalla perdita di funzione renale e dal danno tubulare osservato in topi fem-
mina trattati con cisplatino. Cellule positive per il cromosoma Y e per la lectina
Lens culinaris sono state identificate nell’epitelio tubulare renale indicando che
le cellule mesenchimali staminali si localizzavano nel rene danneggiato e diffe-
renziavano in cellule epiteliali tubulari, ristabilendo la struttura e la funzione
renale. Inoltre, il trattamento con le cellule staminali accelerava la proliferazione
delle cellule tubulari in risposta al danno da cisplatino. Questi risultati aprono
nuove prospettive per esplorare nell’uomo la possibilità che le cellule mesenchi-
mali staminali, grazie alla loro capacità renotropica e al loro potenziale rigenera-
tivo, abbiano un ruolo nel trattamento dell’insufficienza renale acuta.

1° Corso di formazione avanzata, 8-11-2004

Marina Morigi
Istituto di Ricerche Farmacologiche Mario Negri
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