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INTRODUZIONE

Per avere donato il fuoco all’'uomo, Prometeo venne
incatenato sul monte Caucaso. Ogni giorno un’aquila gli
squarciava il petto e gli divorava il fegato che ogni notte
ricresceva. Nell’immaginazione del genere umano, I’idea
della rigenerazione nella cura medica inizia come ci rac-
conta nella sua opera Prometeo incatenato. Probabil-
mente, osservando la sopravvivenza di alcuni dei feriti in
battaglia, nell’antica Grecia si erano resi conto della ca-
pacita di rigenerazione del fegato. Anche il filosofo Ari-
stotele, nel IV secolo a.C. Aveva osservato che gli occhi
perforati dei pulcini guarivano, cosi come le code della
salamandre, se recise, ricrescevano.

Che gli organismi viventi fossero capaci di autorige-
nerarsi, quindi, lo si sapeva dall’antichita, ma che tale ca-
pacita fosse necessaria per la vita stessa ¢ conquista della
biologia, che di cio si ¢ occupata fin dagli inizi del XVIII
secolo, quando il metodo sperimentale divenne lo stru-
mento indispensabile per raggiungere la conoscenza. Al-
cuni naturalisti del periodo come R.A Ferchault
de Réaumur, studiarono la rigenerazione degli arti nei cro-
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stacei, altri come Abraham Trembley scoprirono la Hydra
e studiarono la sua capacita di rigenerazione. Cosi com-
mentava 1’ Accademia di Scienze di Parigi nel 1741: La
storia della Fenice che rinasce dalle proprie ceneri, per
quanto favolosa, non offre nulla di pit meraviglioso del
polipo del signor Trembley: da ciascuna porzione di quel-
["animale tagliato in quante parti si voglia rinascono al-
trettanti esemplari simili all originale.

Ad oggi, la maggior parte dei trattamenti terapeutici
sono di tipo sintomatico, ovvero volti a rallentare la pro-
gressione della patologia; di fatto, in entrambi i casi si as-
siste alla cronicizzazione della malattia. Il risultato ¢ un
sistema sanitario gravato da costosi trattamenti, con poche
soluzioni concrete per contenere 1’aumento dei costi le-
gato all’invecchiamento della popolazione ed all’aumento
del numero dei malati. Nei soli Stati Uniti la spesa per le
cure sanitarie ammontava a 2,2 trilioni di dollari nel 2006
(16% del Gross Domestic Product — GDP) ed ¢ gravitata
fino a 3,6 trilioni nel 2011, un aumento di 1,6 volte. Le
statistiche stimano che per il 2016 la spesa sanitaria po-
trebbe superare i 4,5 trilioni di dollari e che, per il 2040,
in cui si calcola che la popolazione anziana sara raddop-
piata, la spesa sanitaria potrebbe arrivare a rappresentare
piu del 25% del GDP.

Il modo migliore per tutelare I’economia del nostro si-
stema sanitario e, piu in generale, delle spese sanitarie glo-
bali, ¢ quello di sviluppare trattamenti efficaci per le
malattie piu onerose, quali diabete, patologie neurodege-
nerative, patologie cardiovascolari, patologie dell’appa-
rato muscolo scheletrico e cutaneo. I potenziali benefici
della Medicina Rigenerativa sono enormi, considerato che
ogni anno, solamente negli Stati Uniti, 250.000 pazienti
sono operati per patologie valvolari cardiache, 900.000
persone muoiono per cardiopatie, compreso I’infarto mio-
cardio, 16 milioni di diabetici risultano in terapia sostitu-
tiva, 5,5 milioni di persone soffrono di patologie
neurodegenerative e altrettanti pazienti necessitano innesti
di tessuto muscolo scheletrico e cutaneo.

Quando possibile, questi nuovi approcci terapeutici
dovrebbero limitarsi a stimolare e sostenere le capacita
proprie di guarigione dell’organismo umano, includendo,
senza limitazioni, 1’'uso di molecole solubili, terapie ge-
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niche, terapie basate sull’uso di cellule staminali e/o pro-
genitrici, ingegneria tissutale e riprogrammazione cellu-
lare e/o tissutale.

Il benessere economico, i vantaggi della medicina tra-
dizionale e il progressivo miglioramento degli standard
d’igiene hanno portato ad un aumento consistente della
durata media della vita, tendenza demografica destinata
inevitabilmente ad aumentare nei prossimi anni. Stime
pubblicate dal Directorate General for Health & Consu-
mers della Commissione Europea prevedono che entro il
2050 piu del 25% della popolazione avra dai 60 ai 65 anni,
e i1 20% della popolazione avra piu di 80 anni.

La societa del futuro, dunque, dovra affrontare le pro-
blematiche che scaturiranno dal consistente aumento degli
anziani.

La fusione tra biomedicina e biotecnologie € un pro-
cesso che si ¢ andato progressivamente strutturando in
modo sistematico a partire dalla seconda meta del Nove-
cento nel tentativo di spiegare unitariamente la complessa
realta del mondo vivente, con la finalita di manipolare e
trasformare positivamente 1’esistenza degli individui cosi
da arrivare all’ambizioso obiettivo di curare nel modo piu
efficace possibile le loro condizioni patologiche.

Le biotecnologie detengono poteri nuovi e formidabili
che non soltanto ricostruiscono la vita, ma la costruiscono
dal nulla.

Le biotecnologie sono inoltre in grado di incidere pro-
fondamente anche in ambito medico con ricadute positive
sia sul versante diagnostico sia su quello terapeutico.

Questi rapidi cambiamenti tecnologici nel settore sa-
nitario hanno una radice storica plurisecolare che ¢ op-
portuno puntualizzare per comprendere la realta presente
e cogliere le prospettive future.

Nel Settecento e nel primo Ottocento il processo di
trasformazione metodologica che nel secolo precedente
aveva investito la fisica, coinvolge anche la chimica ¢ la
biologia. Durante I’Ottocento giunge a maturazione anche
il lungo percorso, iniziato nel Cinquecento, che aspira a
portare progressivamente la medicina da arte
empirica a scienza esatta.

Nel Settecento I’anatomico italiano Giovanni Battista
Morgagni (1682-1771) attraverso le osservazioni De sed-
busis et causis morborum per anatomen indaga-
tis (1761)": mostra che i sintomi di malattia sono
espressione di un’alterazione patologica degli organi in-
terni, egli stabilisce 1’esistenza di un rapporto di causa-ef-
fetto tra modificazione morfologica e manifestazione
morbosa identico a quello osservabile sperimentalmente
nei fenomeni delle scienze fisiche e chimiche. Tale ap-
proccio metodologico si rivela corretto e la correlazione
tra la causa e la sede del processo patologico viene preci-
sata in modo sempre piu stringente: dagli organi ai tessuti,
come dimostra nel Traité des membranes (1799)> Marie-
Frangois-Xavier Bichat (1771-1802, dai tessuti alla cel-

lula, come sostiene nel suo Cellularpathologie (1855)°
Rudolf Virchow (1821-1902).

Cambia anche il modo di osservare il malato e di rap-
portarsi con esso. Fra i due momenti ippocratici dell’atto
medico, I’anamnesi (la storia del passato remoto e pros-
simo del malato ascoltata dal medico) e la prognosi (la
storia del futuro dell’ammalato detta dal medico, in rispo-
sta alle attese ¢ alle speranze di guarigione e di vita del
paziente), s’inserisce la diagnosi, centrata sul presente e
mirante a definire con precisione la malattia.

Per realizzare questo passaggio il medico deve pro-
durre una casistica di storie cliniche per poter ricavare da
essa una tipologia patologica con cui confrontare la ma-
lattia del proprio paziente, realizzando una classificazione
tipologica delle varie forme morbose (nosologia) che uti-
lizza lo stesso metodo usato alcuni decenni prima da Carlo
Linneo (Carl von Linné, 1707-1778) .

Oltre che predire 1’evoluzione futura della malattia,
egli deve comparare 1 quadri clinici. Oltre che ascoltare
1 sintomi riferiti come impressioni soggettive dal paziente,
egli deve ricercare i1 segni quali espressioni oggettive di
un’alterazione patologica degli organi, dei tessuti, delle
cellule del corpo malato.

La nascita della clinica ¢ strettamente connessa all’esi-
genza di rendere la malattia il piu possibile oggettiva, su-
perando I’approccio della visione soggettiva che in
precedenza aveva sempre guidato il medico ¢ il suo oc-
chio clinico. Al paradigma antropologico, che aveva in-
formato la medicina del passato, si va sostituendo il
paradigma tecnologico, destinato ad assumere un ruolo
crescente nella medicina futura.

Pierre-Charles-Alexandre Louis (1787-1872), effet-
tuando Recherches sur les effets de la saignée,* una pra-
tica medica di comune ed esteso uso, utilizza un criterio
matematico di analisi dei dati, il metodo statistico, intro-
ducendo cosi anche in medicina un criterio di valutazione
obiettivo per verificare ’efficacia di tale procedura tera-
peutica. L’impiego del metodo numerico in ambito me-
dico opera una vera e propria rivoluzione e, a partire dalla
seconda meta dell’Ottocento, lo sviluppo della statistica
medica innalza la medicina al rango di scienza.

La malattia non ¢ piu dunque un’astrazione, un ma-
lessere soggettivo comunicato dal malato al medico, ma
una realta tangibile, misurabile e quantificabile in modo
oggettivo.

L’identificazione delle modalita attraverso cui le cel-
lule sono in grado di comunicare tra loro sia in fase di svi-
luppo sia successivamente apre nuove importanti
prospettive in ambito biologico ¢ medico. Nel 1901 Wil-
liam Maddock Bayliss (1860-1924) ed Ernest Henry Star-
ling (1866-1927) forniscono la prima dimostrazione
dell’esistenza di effettori chimici endogeni in grado di re-
golare risposte fisiologiche organizzate. E la premessa che
porta alla successiva scoperta degli ormoni, intesi come
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messaggeri chimici trasportati nel sangue dall’organo di
produzione (secretore) all’organo di azione (effettore).
Sono le basi biologiche della nascente endocrinologia, de-
stinata a spiegare fisiologia e patologia delle ghiandole a
secrezione interna. Tra il 1948 e il 1952 I’italiana Rita
Levi-Montalcini (1909-2012) ipotizza e dimostra I’esi-
stenza in alcuni tumori di un fattore biochimico in grado
di stimolare la crescita dei nervi. La scoperta del Nerve
growth factor porta alla comprensione delle basi biochi-
miche della comunicazione tra cellule in fase di sviluppo
(e quindi alla spiegazione dei complessi meccanismi di
controllo del differenziamento e della morfogenesi del si-
stema nervoso) e apre la strada all’identificazione, nei de-
cenni successivi, di numerosi altri fattori di crescita,
proteine in grado di stimolare la proliferazione e il diffe-
renziamento cellulare, che assumeranno poi, soprattutto
in questi ultimi vent’anni, un ruolo importante nel tratta-
mento di diverse malattie del sangue e di alcuni tumori.

Nei primi decenni del Novecento la semplice osserva-
zione microscopica della cellula viene affiancata e sostituita
da tecniche di analisi piu raffinate, a livello molecolare e
macromolecolare. La biologia cellulare si trasforma in bio-
logia molecolare, oggetto della biologia molecolare ¢ lo
studio del rapporto tra struttura e funzione delle macromo-
lecole biologiche (proteine e acidi nucleici).

Nanotecnologie e farmaci molecolari costituiscono
oggi I’ultima frontiera della tecnologia farmacoterapica.
Le proprieta che la materia assume a dimensioni nanome-
triche (cio¢ con una scala dimensionale inferiore al mi-
crometro, vale a dire tra 1 e 100 nanometri) rendono
complesse la costruzione ¢ la sperimentazione di nanodi-
spositivi, che perod possono fornire prestazioni straordina-
rie. Lapplicazione medica di queste particolari tecnologie
ha dato vita alla nanomedicina: un settore innovativo de-
stinato ad avere un impatto rivoluzionario in ambito dia-
gnostico e terapeutico. In particolare di quest’ultimo
settore si occupa la nanofarmacologia, che utilizza nano-
particelle (vettori) per realizzare nanofarmaci dotati di ca-
ratteristiche  farmacocinetiche e di potenzialita
farmacoterapeutiche impossibili per farmaci di grandezza
superiore al micrometro.

Questi nanofarmaci sono in grado di agire su bersagli
molecolari in modo esclusivo e selettivo (come avviene,
per es., nella farmacologia del ribonucleic acid, RNA) e
di esplicare proprieta farmacologiche peculiari: come la
possibilita di inglobare un’elevata quantita di farmaco,
che ¢ possibile veicolare direttamente sul tessuto malato
e nelle cellule patologiche (per es., nei tumori), e di con-
sentire, grazie alla maggiore solubilita, una piu prolungata
esposizione al farmaco; oppure la possibilita di rilasciare
contemporaneamente pit farmaci, contenuti nella stessa
nanoparticella, grazie a farmacocinetiche differenti e ap-
propriate; o ancora la possibilita, utilizzando questi nano-
vettori, di far attraversare senza difficolta ai farmaci la

barriera emato-encefalica, la membrana cellulare ¢ il ci-
toplasma, in modo da raggiungere facilmente i target te-
rapeutici.

Le nanotecnologie rappresentano dunque, in ambito
medico e farmacologico, la via privilegiata per dare corpo
a quella medicina personalizzata alla quale aspira la sanita
del nuovo millennio e per realizzare quella farmacologia
individualizzata a cui tende 1’approccio terapeutico del
futuro.

DAI TRAPIANTI ALLA MEDICINA
RIGENERATIVA

Il mito del trapianto di organo ha affascinato 1’'uvomo
sin dall’antichita. In ambito sanitario I’idea che nel corpo
dell’uomo, concepito come una macromacchina costituita
da un insieme di micromacchine (organi, tessuti, cellule)
armonicamente funzionanti, fosse possibile sostituire le
parti inefficienti con nuovi pezzi, trova il suo fondamento
teorico nella medicina meccanica del Seicento.

I primi resoconti sui trapianti di tessuti, di ossa e di
pelle risalgono pero al Quattrocento. Durante il Rinasci-
mento, il medico bolognese Gaspare Tagliacozzi (1545-
1599) sviluppo un metodo per la ricostruzione del naso
utilizzando gli stessi tessuti cutanei del paziente, affer-
mando gia allora che la specificita dell’individuo impe-
diva fondamentalmente di eseguire quest’intervento su
un’altra persona ¢ anticipando in tal modo uno dei mag-
giori problemi della medicina dei trapianti: il rigetto.

Nel 1801 Giuseppe Baronio riferisce di innesti cutanei
riusciti tra specie animali differenti, ma solo nella seconda
meta dell’Ottocento le diverse possibilita di successo di
trapianti tra organismi vengono studiate sperimentalmente
in modo sistematico da Paul Bert (1833-1886), allievo di
Claude Bernard (1813-1878), che nel 1863 nel libro De
la greffe animale dimostra che gli autotrapianti (isotra-
pianti) attecchiscono sempre, mentre gli omotrapianti (al-
lotrapianti) e gli eterotrapianti (xenotrapianti) hanno un
indice di successo inversamente proporzionale alla com-
plessita degli organismi sui quali vengono sperimentati,
risultando di fatto impossibili nei mammiferi.

A partire dal 1944 Peter Medawar (1915-1987) inizia
a studiare sistematicamente la fenomenologia del rigetto
enel 1953 ¢ in grado di annunciare, insieme a Rupert Eve-
rett Billingham (1921-2002) e Leslie Brent (n. 1925), che
il rigetto di un trapianto ¢ dovuto a una reazione immuni-
taria e che ¢ possibile indurre una tolleranza immunitaria
specifica al trapianto. Le basi genetiche dell’istocompa-
tibilita nell’'uomo, scoperte dall’immunologo Jean Daus-
set (1916-2009) verso la fine degli anni Cinquanta,
consentono di realizzare, nella prima meta degli anni Ses-
santa, la tipizzazione immunogenetica (il confronto tra i
profili genetici rappresentati a livello degli antigeni di
istocompatibilita), che diventa la tecnica di routine per
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stabilire il grado di compatibilita tra donatore e ricevente
in vista del trapianto.

L’era dei trapianti d’organo inizia pero realmente solo
a partire dai primi anni Sessanta, grazie all’immunosop-
pressione ottenuta dall’uso dei primi farmaci antirigetto,
come I’aziatioprina e la 6-mercaptopurina, associati a ste-
roidi. Un altro portentoso farmaco antirigetto, la ciclospo-
rina, scoperta nel 1972 e introdotta nella medicina dei
trapianti nel 1983, permette la messa a punto di protocolli
terapeutici sempre piu efficaci, consentendo con successo
il trapianto di molti altri organi: polmone nel 1977, visceri
addominali multipli nel 1989, intestino nel 1992, mano
nel 1998, viso nel 2010.

Quella dei trapianti ¢ una delle diverse tecnopratiche
terapeutiche realizzate grazie alla rivoluzione tecnologica
che, a partire dal secondo dopoguerra, ha interessato mas-
sivamente anche la chirurgia, favorendo I’utilizzo sempre
piu diffuso dell’endoscopia operativa, del microscopio
operatorio, della chirurgia mini-invasiva, della radiologia
interventistica e della chirurgia robotica.

La tecnologia sanitaria interviene anche nello spazio
fisico in cui il chirurgo lavora, trasformando la sala ope-
ratoria in teatro chirurgico, un ambiente in cui, oltre al tra-
dizionale letto operatorio, sono poste macchine altamente
tecnologiche in grado di coadiuvare e integrare 1’opera
del chirurgo: apparati diagnostici radiologici computeriz-
zati (TAC), apparecchiature ottiche ed elettroniche (mo-
nitor visivi amplificanti il campo operatorio), macchine
meccaniche di precisione (robot operatori), strumenti in-
formatici in grado di simulare le procedure operatorie da
eseguire (intervento virtuale).

Una biotecnoterapia alternativa alla medicina sostitu-
tiva dei trapianti ¢ quella attuata dalla medicina rigenera-
tiva, con I’impiego delle cellule staminali, che rappresenta
oggi la frontiera piu avanzata e promettente in ambito sa-
nitario. Essa costituisce una nuova filosofia di approccio
alla malattia: utilizzare la rigenerazione biologica realiz-
zata dal corpo del paziente del tessuto o dell’organo ma-
lato anziché la sua sostituzione con un trapianto.

La prospettiva di utilizzare le cellule staminali pre-
senti, con diversi assetti fisiologici, sia nell’embrione, sia
nel feto, sia nell’organismo adulto, a fini terapeutici rige-
nerativi e riparativi per gravi condizioni traumatiche o
malattie degenerative (come il morbo di Parkinson, 1’in-
farto cardiaco o il diabete), si fa strada negli ultimi anni
del Novecento.

Al di la dei problemi etici legati all’uso di cellule sta-
minali embrionali (superabile ricorrendo a cellule adulte
fatte regredire alla fase di totipotenza) e alla soluzione di
numerose questioni tecniche (dalla transdifferenziazione,
cioé¢ la capacita d’indirizzare in coltura le staminali verso
il fenotipo citologico che si vuole ottenere, al controllo
del potenziale tumorigeno), questa tecnica permetterebbe
una terapia biologica mirata efficiente ed efficace di molte

condizioni patologiche. In particolare, si potrebbe supe-
rare lo stallo oncologico in cui si trova oggi la terapia delle
malattie neoplastiche e affrontare con maggiore determi-
nazione I’impotenza comportamentale di fronte alle ma-
lattie neurodegenerative.

Il compito delle scienze della vita appare percio fon-
damentale nel definire i limiti culturali entro i quali co-
noscenza teorica e pratica quotidiana devono tentare di
ricomporre I'unita esistenziale dell’uomo.

In questo ambito la tecnomedicina manifesta una ten-
denza, destinata a rafforzarsi sempre piu, per cui il malato
confida non tanto nel medico curante, quanto nelle cure,
intese queste ultime come esami diagnostici del danno
biologico subito e come interventi terapeutici (farmaco-
logici, chirurgici, riabilitativi) riparatori di quel danno. La
grande importanza attribuita alla diagnosi precoce dalla
medicina preventiva, fondata sulla percezione altrettanto
precoce dei sintomi, ¢ ancor di piu oggi dalla medicina
predittiva, fondata sulla convinzione di poter conoscere,
in relazione alla conformazione genetica di un soggetto,
la sua suscettibilita individuale alle malattie in modo da
operare perché non si manifestino, o per procrastinarne
I’insorgenza, crea allarme e un clima eccessivo di attese.

Molte di queste attese non vengono risolte da una tec-
nologia medica di pur alto livello. Esse potrebbero invece
essere esaudite all’interno di un rapporto relazionale in-
terumano tra medico e paziente, che invece si sta impo-
verendo e perdendo, mettendo per cio stesso sovente in
crisi e in discussione 1’accettazione e I’'impiego da parte
del malato dell’attuale enorme potenziale terapeutico
della biomedicina.

I’INGEGNERIA DEI TESSUTI E
QUADRO NORMATIVO

Premessa

L’enorme progresso delle conoscenze nel campo della
biologia cellulare e delle biotecnologie ha consentito,
negli ultimi 20 anni, lo sviluppo di tecnologie mirate alla
coltivazione ed alla ricostruzione in vitro di tessuti ed ha
messo a disposizione della comunita medica nuove pos-
sibilita terapeutiche attraverso 1I’impiego di prodotti che
utilizzano cellule ottenute e/o tessuti ex vivo dallo stesso
paziente o da donatore.

Queste tecnologie contribuiscono a definire una nuova
branca delle scienze biomediche: ’ingegneria dei tessuti.

Ingegneria tissutale

L’ingegneria tissutale ¢ stata definita nel 1998 come
una tecnica interdisciplinare che applica i principi e i me-
todi dell’ingegneria e delle scienze biologiche con I’ obiet-
tivo di comprendere le relazioni fondamentali tra struttura
e funzione nei tessuti sani e malati dei mammiferi e di svi-
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luppare sostituti biologici in grado di ripristinare, man-
tenere o migliorarne le funzioni® come Cute, Osso, Carti-
lagine, Vasi Sanguigni, Vescica, ecc. La rigenerazione dei
tessuti in vitro mediante 1’Ingegneria dei Tessuti ¢ volta
alla creazione in vitro di tessuti qualitativamente e quan-
titativamente idonei a sopperire alle necessita cliniche, su-
perando in tal modo i limiti dei biomateriali eubiotici
(derivanti da esseri viventi) e di quelli xenobiotici (di ori-
gine sintetica).

L’ingegneria tissutale rappresenta un settore d’impor-
tante e di crescente interesse medico ed industriale ed ¢
caratterizzato da una grande interdisciplinarita che pre-
vede la collaborazione di diverse figure professionali. Gli
ambiti interessati sono: le scienze di base, la scienza dei
biomateriali, le biotecnologie, la bioingegneria, la medi-
cina rigenerativa e la biologia molecolare.® Tra le diverse
discipline che formano le competenze dell’ingegneria tis-
sutale, un’importanza rilevante assume la biologia cellu-
lare; risulta, infatti, sempre piu necessario studiare e
comprendere nei dettagli i meccanismi che regolano la
crescita, la proliferazione e la differenziazione delle cel-
lule modalita attraverso le quali i componenti della ma-
trice extracellulare interagiscono con le funzioni cellulari.
Anche I’immunologia risulta rilevante per mettere a punto
trapianti compatibili con I’organismo ricevente. La tec-
nologia s’interessa anche di mettere a punto sistemi per
la coltivazione in vitro su larga scala di cellule, al fine di
disporre di numerose cellule che possono essere succes-
sivamente seminate su un scaffold poroso di forma e ar-
chitettura definita.

La coltivazione in vitro si pone, quindi, I’obiettivo di
risolvere la carenza di tessuti e organi per il trapianto e,
al tempo stesso, il problema del rigetto, dal momento che
le cellule provengono dallo stesso paziente che ricevera
il tessuto rigenerato. Cio incide notevolmente sulla qualita
della vita, poiché il processo rigenerativo iniziato in vitro
¢ continuato in maniera piu efficiente ed efficace anche
in vivo.5%

La riparazione cutanea e 1’ortopedia sono stati i primi
campi di applicazione delle tecniche del 7issue Enginee-
ring, € sono tuttora il settore in cui i prodotti dell’inge-
gneria tissutale sono pit numerosi e maggiormente diffusi
in ambito clinico.

Lo studio dei materiali utilizzati nell’ingegneria tissu-
tale rappresenta un ulteriore importante settore di ricerca.
I materiali naturali hanno il vantaggio di presentare parti-
colari sequenze segnale che favoriscono 1’adesione delle
cellule mantenendone le funzioni. I materiali di sintesi,
invece, hanno il pregio di essere riproducibili, essendo
possibile la regolazione delle loro proprieta in fase di pro-
duzione.*-!! Non mancano i problemi, primo tra tutti
quello del rigetto conseguente all’interazione con I’orga-
nismo del ricevente.®

Lo scaffold fornisce un supporto 2D o 3D in grado di

promuovere 1’accrescimento e la diversificazione delle
cellule e deve rispondere a caratteristiche meccaniche del
tessuto che si vuole rigenerare. Il supporto artificiale, inol-
tre si dovrebbe preferibilmente riorganizzare ed essere
riassorbito simultaneamente alla crescita cellulare e
quindi gradualmente sostituito dai nuovi tessuti. Da que-
sto punto di vista il materiale bioartificiale non puo essere
considerato come sostituto duraturo di un tessuto, ma
come una struttura temporanea che ne promuove la rige-
nerazione.

Una sfida nel campo dell’ingegneria tissutale ¢ quella
di seminare e coltivare cellule su scaffold tridimensionali,
nei quali la dimensione e I’interconnettivita dei pori sono
parametri importanti; cido dovrebbe consentire una mi-
gliore migrazione delle cellule nei pori, I’apporto di ele-
menti nutritivi ¢ lo scambio di gas. Il successo della
penetrazione cellulare all’interno dello scaffold ¢ spesso
determinato dall’efficienza della tecnica di semina e dalle
condizioni di coltura, che svolgono un ruolo cruciale nella
adesione e distribuzione cellulare sullo scaffold.

L’ingegneria tissutale ¢ quindi un nuovo settore mul-
tidisciplinare delle biotecnologie che potrebbe rivoluzio-
nare la medicina, consentendo di rigenerare gli organi e i
tessuti malati invece di limitarsi semplicemente a ripararli.

La richiesta crescente di organi artificiali e supporti
protesici (dovuta soprattutto all’aumento dell’eta media
degli individui ed alla loro maggiore disponibilita econo-
mica) insieme con i progressi raggiunti sia nelle metodo-
logie di colture cellulari che nella ricerca di nuovi
biomateriali, hanno alimentato 1’interesse del settore, in
questi ultimi anni, alla possibilita di riparare i tessuti dan-
neggiati favorendo la ricrescita delle stesse cellule, in
modo da ripristinare il tessuto originale.

I tessuti e gli organi ingegnerizzati rappresentano
un’alternativa ai donatori umani e la speranza per molti
pazienti che aspettano di ricevere un trapianto.

Seguendo questo approccio I’Ingegneria dei Tessuti,
negli ultimi 20 anni, ha raggiunto risultati incoraggianti
nella ricreazione di alcuni tessuti come la cute, 1’0sso, le
valvole cardiache e la cartilagine. Malgrado i notevoli
successi ottenuti sembra pero che I’Ingegneria dei Tessuti
non sia cresciuta tanto velocemente quanto ci si aspettava,
e Iottenimento di tessuti 3D in vitro funzionali e spessi
oltre i 2 mm appare ancora limitato.

L’Ingegneria dei Tessuti ¢ basata sul seminare le cel-
lule in uno scaffold polimerico biodegradabile o un gel,
coltivare il costrutto scaffold-cellule in una Cell-Factory
per varie settimane, e infine impiantare il tessuto risultante
nell’organismo che deve riceverlo e in cui la maturazione
del nuovo organo avra luogo.!!

11 trapianto di tessuti puo essere di tre tipi. Si parla di
trapianto autologo quando il materiale da impiantare pro-
viene dal paziente stesso; in questo caso, si devono tenere
in considerazione la limitata disponibilita di tessuto nelle
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regioni da cui si preleva il tessuto sano. Per allotrapianto,
invece, s’intende il prelievo di tessuto utile da organismi
della medesima specie. Infine, lo xenotrapianto ¢ caratte-
rizzato da tessuti provenienti da specie animali diverse.
In questi ultimi due casi ¢ necessario fronteggiare feno-
meni acuti di rigetto attraverso terapie farmacologiche a
base di immunosoppressori e altri farmaci che, oltre a co-
stare tanto, devono essere effettuate per lunghi periodi di
tempo causando, a lungo andare, assuefazione, intolle-
ranza o anche comparsa di neoplasie. Inoltre, in tutti i tra-
pianti ¢ assolutamente indispensabile controllare che il
tessuto o il materiale di provenienza umana o animale uti-
lizzato per I’innesto non sia veicolo di gravi infezioni vi-
rali come HIV e epatite, ecc.

Quadro normativo di riferimento

Solo nell’anno 1999, il trapianto di tessuti e di cellule
¢ stato regolamentato dalla Legge 91/99, che per la prima
volta identifico quali Banche dei tessuti le strutture regio-
nali di raccolta, manipolazione e distribuzione di tessuti
umani. Nel 2003 sono state emanate le Linee Guida Na-
zionali deputate alla standardizzazione della trapiantolo-
gia, con particolare riguardo alla manipolazione tessutale
e cellulare.

Poi, a partire dal 2004, la Commissione Europea ha
emanato 3 Direttive (2004/23/CE, 2006/17/CE e
2006/86/CE), finalizzate alla standardizzazione delle pro-
cedure di biobanking di cellule e tessuti, attualmente re-
cepite dalla legislazione italiana nel Decreto legislativo
06 novembre 2007, n. 191 e nel Decreto legislativo 25
gennaio 2010, n. 16.

E opportuno ricordare che i prodotti derivati dall’in-
gegneria dei tessuti sono definiti come farmaci, perché
non sono assimilabili a trapianti in senso stretto (ad es.
cuore, rene, cornea, 0sso, ecc), né possono essere definiti
come tessuti artificiali (ad es. protesi valvolari), in quanto
sono costituiti da cellule viventi isolate da tessuti, espanse
in vitro, e associate a biomateriali con origine e caratteri-
stiche diverse.

Per quanto attiene la manipolazione cellulare, sono
state individuate 2 tipologie di lavorazione:

a) Manipolazione rilevante, con la quale caratteristiche
biologiche, funzioni fisiologiche e proprieta strutturali
delle cellule, pertinenti alle finalita di rigenerazione,
riparazione o sostituzione, sono state alterate.

b) Manipolazione non rilevante, come prevista nell’alle-
gato 1 del Regolamento CE 1394/2007, i prodotti ot-
tenuti da procedure di manipolazione non rilevante
rispondono alle normative precedentemente indicate
per cellule e tessuti da trapianto.

I prodotti ottenuti dopo manipolazione rilevante, in
base al Regolamento CE 1394/2007, sono identificati
come medicinali per terapia avanzata e piu precisamente:
a) medicinali di terapia genica;

b) medicinali di terapia cellulare somatica;
c) prodotti di ingegneria tessutale.

Altra caratteristica di questi prodotti ¢ che le cellule
siano impiegate nel ricevente per funzioni che non sono le
stesse che avevano nel donatore (uso autologo), come per
esempio la somministrazione di cellule staminali isolate dal
midollo dell’osso e trasferite nel cuore del paziente (cio¢
in una sede in cui non sono normalmente presenti) dopo un
infarto, con lo scopo di riparare il tessuto cardiaco danneg-
giato. L’uso autologo, anche se eseguito nello stesso pa-
ziente, ovvero il paziente ¢ donatore e ricevente allo stesso
tempo, ¢ considerato terapia avanzata.

In tale quadro normativo, i medicinali per terapie avan-
zate sono sottoposti a specifiche normative di sicurezza bio-
logica prima di poter essere commercializzati. In particolare
devono ottenere un’autorizzazione all’immissione in com-
mercio rilasciata dall’Agenzia Europea dei Medicinali
(EMA), dopo una valutazione scientifica della domanda,
vincolata all’esecuzione di rigorosi studi preclinici e clinici.
L’autorizzazione alla commercializzazione ¢ valida in tutta
I’Unione europea, e non osta all’applicazione delle legisla-
zioni nazionali in materia etica che vietano o limitano 1’uti-
lizzazione di tipi specifici di cellule umane o animali,
nonché la vendita, la fornitura o 1’utilizzazione di medici-
nali che contengono, consistono o derivano da tali cellule.

INGEGNERIA TISSUTALE E
CELLULE STAMINALI

I principi base dell’ingegneria tissutale prevedono la
combinazione di cellule vitali con una matrice naturale o
sintetica al fine di generare un tessuto vitale che risulti
immunologicalmente, funzionalmente, strutturalmente e
meccanicamente identico al tessuto nativo.

Al fine di ottenere una restitutio ad integrum stabile e
duratura, € necessario soddisfare alcuni fondamentali cri-
teri: generare un numero di cellule, e quindi un tessuto,
dalle dimensioni adeguate al singolo caso; differenziare
correttamente le cellule e mantenere il corretto fenotipo;
creare un agglomerato cellulare che risulti organizzato
correttamente nelle tre dimensioni ¢ che produca una ma-
trice extracellulare adeguata; produrre cellule e tessuti
adatti strutturalmente e meccanicamente alle caratteristi-
che del tessuto nativo; ottenere una completa integrazione
con il tessuto ricevente dal punto di vista immunologico
ed un’adeguata neoangiogenesi che assicuri I’integrazione
anche dal punto di vista vascolare.

L’elemento chiave nel far fronte a tutti questi criteri
risiede nella qualita dei materiali di partenza ed in parti-
colar modo in un’affidabile fonte di cellule.

Lo spettro delle possibili fonti di cellule utilizzabili
nell’ingegneria tissutale include cellule mature gia diffe-
renziate prelevate dal paziente, cellule staminali adulte.

Nonostante la buona disponibilita e I’assenza di rea-
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zioni immunitarie avverse, le cellule mature rappresen-
tano una buona fonte per I’ingegneria tissutale: I’alto
grado di differenziazione implica una minor capacita pro-
liferativa e restringe il campo di utilizzo al fenotipo cel-
lulare specifico del tessuto da cui vengono prelevate.

Le cellule staminali adulte meglio caratterizzate sono
quelle derivanti dal midollo osseo. Ve ne sono due tipi: le
cellule ematopoietiche, che possono generare I’intera
linea cellulare del sangue, e quelle dello stroma midollare
o mesenchimali (MSC) che possono generare numerosi
tessuti connettivi, tra cui il tessuto osseo e quello adiposo.

Tra tutte, le MSC hanno dimostrato la maggiore dut-
tilita: nel modello animale sono risultate in grado di ge-
nerare fenotipi propri del tessuto nervoso, osseo e
miocardico, ma anche della linea cellulare epatica, renale,
intestinale, ematopoietica e della cute.!>16

Questa straordinaria capacita differenziativa ha con-
tribuito ad amplificare la ricerca sulle cellule staminali
adulte ed intensificare il dibattito sulla necessita di ricor-
rere alle cellule staminali embrionali, che presentano mag-
giori rischi di reazioni immunologiche avverse e risultano
meno prevedibili per cid che concerne eventuali degene-
razioni in senso neoplastico.!'®

Tipologie di scaffold disponibili

Esistono due categorie di scaffold, costituiti da mate-
riali: naturali (collagene, glicosaminoglicani, alginati ecce-
tera) e sintesi (polimeri, materiali ceramici, biovetri, ecc.).

I principali vantaggi dei materiali naturali sono la
scarsa tossicita e la scarsa risposta inflammatoria cronica;
inoltre possono essere combinati in masse composite bio-
degradabili, acquisendo caratteristiche meccaniche pro-
prie dei materiali di sintesi e mantenendo caratteristiche
di biocompatibilita’. Gli svantaggi includono la scarsa re-
sistenza meccanica ed una complessita strutturale che ne
rende difficile I’utilizzo e che richiede spesso una mani-
polazione chimica. Il collagene, principale proteina della
matrice extracellulare, ¢ uno dei biomateriali di piu co-
mune utilizzo.

Esistono tre classi principali di materiali di sintesi: i
polimeri, i materiali ceramici ed i biovetri.

Applicazioni cliniche

Le principali applicazioni cliniche della rigenerazione
tissutale per mezzo di scaffold interessano il tessuto osseo,
il tessuto cartilagineo, il tessuto nervoso, 1’apparato va-
scolare e la pelle.

Tessuto osseo. La resistenza meccanica rappresenta in
questo caso una delle caratteristiche predominanti richieste
allo scaffold, che deve essere progettabile nelle tre dimen-
sioni, al fine di rispondere alle specifiche esigenze delle
porzioni anatomiche interessate. Lo scaffold deve poi pre-
sentare una supetficie porosa in grado di promuovere il pro-

cesso di neoformazione ossea. Un esempio puo essere lo
scaffold in corallo, utilizzato su modello animale per rige-
nerare del tessuto osseo con cellule staminali mesenchi-
mali;'7 si tratta di un esoscheletro naturale in cui il
carbonato di calcio inorganico cresce seguendo una matrice
organica e presenta ottime caratteristiche meccaniche.'%1°

Tessuto cartilagineo. Le peculiari caratteristiche del
tessuto cartilagineo rendono molto complesse le ipotesi
rigenerative.

Si tratta infatti di un tessuto non vascolare che pos-
siede scarse capacita riparative. Uno scaffold ideale in
questo caso dovrebbe impedire la trasformazione in senso
fibroblastico dei condrociti, mantenendoli nel fenotipo
condrogenico. Uno dei materiali proposti a tale scopo ¢ il
copolimero polilattato-poliglicolato (PGA/PLA), utiliz-
zato con successo per rigenerare tessuto cartilagineo a
partire da condrociti articolari bovini.?

Tessuto nervoso. Attualmente le tecniche di ripara-
zione utilizzate in caso di sezione dei tronchi centrali o
periferici prevedono il ricongiungimento chirurgico dei
capi tagliati. La rigenerazione guidata del tronco nervoso
puo essere anche favorita da strutture in grado di guidare
le cellule, come dei particolari polimeri in grado di pro-
muovere I’adesione cellulare e la crescita dell’assone.?!

Apparato vascolare. L’ingegneria tissutale consente
attualmente di produrre degli innesti vascolari in grado di
sostituire vasi di piccolo diametro, coltivando cellule pro-
prie del tessuto muscolare liscio in strutture tubolari di
poliglicolato.?>%3

Pelle. L’ingegneria tissutale rappresenta attualmente
una solida alternativa nel trattamento delle lesioni da
ustione. Il tessuto ottenuto con queste tecniche puo essere
applicato sulle ferite e favorire la fase ricostruttiva.

Limiti dell’ingegneria dei tessuti

Le potenzialita precedentemente evidenziate, studiate
e sperimentate con particolare entusiasmo a partire dagli
anni "80 con nuove tecniche di ricostruzione e rigenera-
zione in vitro € in vivo, si sono scontrate € si scontrano
tuttora con importanti fattori limitanti.

La vascolarizzazione rappresenta un delicato pro-
blema da risolvere. Infatti, la funzionalita di cellule e tes-
suti dipende in maniera fondamentale dalla possibilita di
essere adeguatamente ossigenati e di poter espellere e al-
lontanare i prodotti di rifiuto risultanti dalla normale atti-
vita metabolica. Questa funzione deve essere garantita e
controllata sia in fase di crescita e maturazione in vitro,
sia durante I’impianto e la successiva interazione e inte-
grazione con I’organismo.?*-?¢ Le difficolta insorgono non
tanto nelle colture monostrato, quanto piuttosto nella col-
tivazione delle cellule in sistemi tridimensionali di parti-
colare struttura geometrica e nel momento dell’impianto
in vivo.? Quindi i tessuti costituiti da aggregati cellulari
di dimensioni consistenti non possono essere impiantati
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se non si predispone di una sede opportunamente vasco-
larizzata oppure della possibilita di formare nuovi vasi.
Un discorso un po’ diverso va dedicato all’impianto di tes-
suti prossimi alla parete vascolare per i quali il contatto
con il sangue garantisce una adeguata ossigenazione, ma
puo causare problemi di deposito e formazione di trombi.
A riguardo, si stanno cercando di utilizzare superfici a
contatto con il sangue rivestite da cellule endoteliali del
paziente, anche se le difficolta insorgono nella loro repe-
ribilita e resistenza meccanica al flusso sanguigno.?

In relazione a quanto appena esposto, la struttura dei
tessuti biologici a livello microscopico ¢ molto differen-
ziata proprio in funzione della necessita di garantire il tra-
sporto di sostanze, un’adeguata disposizione delle cellule
e una risposta funzionale alla sollecitazione meccanica a
cui sono sottoposte.???> Questa specificita strutturale
rende difficile la riproduzione in laboratorio di tessuti bio-
logici anche semplici. Si cerca, quindi, di garantire il pit
possibile un adeguato supporto meccanico mediante 1’uti-
lizzo di scaffold microstrutturati e di orientare la crescita
¢ la differenziazione cellulare mediante fattori di crescita
e opportuni stimoli forniti dall’ambiente di coltura.!®!!

Un altro aspetto fondamentale dell’ingegneria tissutale
concerne proprio la differenziazione cellulare. L’ otteni-
mento di nuovo tessuto prevede, infatti, la differenzia-
zione delle cellule durante la loro maturazione ed
espansione in vitro su appositi scaffold.'’ Si & accennato
al fatto che ci sono sostanzialmente due possibilita a ri-
guardo.?*?’ La prima prevede la formazione di neo-tessuto
a partire da cellule differenziate del paziente; in questo
caso le cellule proliferano in vitro andando incontro a un
processo iniziale di de-differenziazione a seconda delle
condizioni fisico-chimiche che si sperimentano. La se-
conda possibilita riguarda I’utilizzo di cellule staminali
indifferenziate e comporta la conoscenza adeguata e ap-
profondita dei fattori in grado di indurre il differenzia-
mento delle cellule utilizzate. Il percorso di ricerca ¢ ad
oggi ancora lungo e ostacolato, in parte, da problemi di
natura etico-religiosa.?

Le colture cellulari sono fortemente dipendenti dai fat-
tori di crescita che ne inducono il differenziamento e la
proliferazione; i fattori di crescita sono normalmente pre-
senti nel siero fetale utilizzato in laboratorio.?>*> Anche se
la loro composizione ¢ per la maggior parte nota, ¢ diffi-
cile realizzare o creare in maniera artificiale una simile
composizione di proteine e si deve ricorrere all’utilizzo
di siero di origine animale. Anche se il materiale ¢ di ori-
gine controllata, il suo impiego in sistemi di coltura po-
trebbe indurre reazioni autoimmuni o introdurre agenti
patogeni o trasmettere malattie. Le normative attualmente
in vigore non consentono 1I’impiego di prodotti di origine
animale per la coltura in vitro di tessuti umani. Per questi
motivi la ricerca ¢ indirizzata a soluzioni alternative che
coinvolgono la tecnica del DNA ricombinante per pro-

durre fattori di crescita o 1’utilizzo di siero umano del pa-
ziente stesso.?

Tra le difficolta che s’incontrano nell’utilizzo clinico di
tessuti sostitutivi ingegnerizzati ¢’¢ la risposta dell orga-
nismo al materiale impiantato. Le reazioni dell’organismo
all’impianto di cellule e tessuti ¢ fondamentale per 1’inte-
grazione funzionale del neo tessuto e influenza la durata
del mantenimento delle proprieta fisico-chimiche e mecca-
niche dello stesso, evitandone deterioramento, danneggia-
mento e conseguente perdita della originaria funzionalita.
E necessaria una risposta o reazione da parte dell’organi-
smo, poiché se il materiale fosse accettato dall’organismo
in maniera passiva non sarebbe possibile ottenere I’intera-
zione funzionale per la quale il tessuto ¢ stato programmato,
coltivato e impiantato. La scelta di utilizzare cellule auto-
loghe per ingegnerizzare tessuti destinati ad uso clinico ga-
rantisce una completa accettabilita delle componenti
cellulari da parte del sistema immunitario del paziente, ma
non garantisce una corretta attrazione cellulare e produ-
zione di matrice extracellulare; quanto appena detto ¢ con-
fermato dalla possibile, e non rara, formazione indesiderata
di tessuto fibrotico attorno agli impianti. La ricerca si apre,
nel tentativo di risolvere anche questo problema, alla colti-
vazione e differenziazione di cellule staminali adulte. In
Italia non ¢ possibile ottenere cellule staminali da embrioni
umani per i problemi di natura etico-religiosa di cui si ¢
fatto cenno in precedenza.

LA MEDICINA RIGENERATIVA

Il termine medicina rigenerativa identifica quella
branca della medicina il cui obiettivo ¢ portare al recupero
permanente dei tessuti e degli organi danneggiati sfrut-
tando le potenzialita rigenerative delle cellule staminali.
Gli avanzamenti della medicina rigenerativa sono quindi
strettamente correlati ai progressi delle conoscenze sulla
biologia delle cellule staminali in quanto le cellule stami-
nali ed i loro derivati specializzati, naturali o ingegneriz-
zati, forniscono le componenti funzionali di un regime
terapeutico rigenerativo.

Due sono le strategie di intervento della medicina ri-
generativa. Il primo prevede 1’approccio in vivo che si
basa sulla stimolazione farmacologica delle cellule stami-
nali residenti nei tessuti endogeni d’interesse al fine di sti-
molarne il potenziale riparativo. Il secondo approccio, ex
vivo, mira al trapianto di cellule staminali, o progenitrici,
espanse e/o modificate geneticamente in vitro che vadano
a colonizzare il distretto d’interesse e ne sostengano
I’aspetto rigenerativo-riparativo. In questa sezione ci fo-
calizzeremo principalmente sugli aspetti di terapia cellu-
lare in medicina rigenerativa, tralasciando le strategie in
vivo in quanto ancora difficili da immaginare a scopo te-
rapeutico per la maggior parte delle malattie.

La Medicina Rigenerativa rappresenta il futuro degli
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approcci terapeutici, in quanto ¢ grado di impiegare cellule,
o tessuti viventi, per curare i meccanismi patologici alla
base delle malattie. Molte delle patologie croniche che af-
fliggono la popolazione potrebbero essere curate grazie a
trapianti cellulari. Un sistema sanitario piu sostenibile ed
efficiente ¢ dunque realizzabile grazie a questa scienza; tut-
tavia, affinché tale pressante necessita possa essere soddi-
sfatta, c¢’¢ bisogno oggi di una strategia condivisa a livello
nazionale, in grado di armonizzare il lavoro di ricercatori,
industrie, investitori ed agenzie predisposte alla regolamen-
tazione dei medicinali ad uso umano.

Uno dei maggiori problemi che la Medicina Rigene-
rativa si trova a dover affrontare ¢ altresi rappresentato
dalla regolamentazione riguardante i prodotti medicinali.
Di frequente, infatti, i prodotti proposti sono talmente in-
novativi da rendere difficoltoso per il legislatore espri-
mere parere al riguardo, non potendo lo stesso trovare,
nella normativa gia in vigore, supporto alla propria deci-
sione. Ruolo chiave dell’infrastruttura ¢ rappresentato
anche dalla possibilita di dialogare con i soggetti preposti
alla regolamentazione della specifica materia, in modo da
poter identificare il corretto iter di sviluppo che un pro-
dotto innovativo debba seguire prima di essere commer-
cializzato, nel rigoroso rispetto delle normative.

Oggi sono tutti concordi nel definire la Medicina ¢ la
Chirurgia Rigenerativa come un settore interdisciplinare
di ricerche ed applicazioni cliniche focalizzate prevalen-
temente sulla prospettiva di riparare, sostituire e/o rige-
nerare cellule, tessuti e/o organi al fine di ripristinare
alcune funzioni anatomiche, fisiologiche e biochimiche
deteriorate per cause differenti, come difetti congeniti,
malattie, traumi ed invecchiamento.

Gli obiettivi della Medicina e Chirurgia Rigenerativa
sono piuttosto vasti; ad esempio vi si possono includere
malattie croniche degenerative (come la Malattia di Al-
zheimer), malattic metaboliche (come il Diabete), patolo-
gie croniche osteoarticolari e malattie che spesso
conducono all’insufficienza di un intero organo (insuffi-
cienza cardiaca). Appare chiaro come la medicina rigene-
rativa, potendo guarire/prevenire le patologie croniche,
potra rappresentare nel prossimo futuro I’ago della bilan-
cia che permettera agli Stati di poter sostenere i costi
socio-sanitari legati all’inarrestabile aumento della vita
media della popolazione.

L’alba della medicina rigenerativa

Una data importante per la medicina rigenerativa ¢ il
1909, quando lo scienziato russo-americano Alexander A.
Maximov proponeva il termine di cellule staminali, stu-
diando le cellule progenitrici ematopoietiche. Tuttavia, solo
nel 1963 a cura dei ricercatori canadesi A. Ernest McCul-
loch e James Till vi fu la prima descrizione
quantitativa delle attivita di auto-rinnovamento delle cel-
lule trapiantate del midollo osseo nel topo.

Un’applicazione importante per la ricerca sulle cellule
staminali fu il trapianto di midollo osseo con staminali
adulte che, nei primi anni del 1900, i medici provarono a
somministrare ai pazienti con anemia e leucemia per via
orale. Esperimenti di laboratorio alla fine dimostrarono che
i topi con midollo alterato potevano essere curati con infusi
del sangue di midollo prelevati da altri topi. Questo porto i
medici a pensare che il trapianto di midollo osseo da un es-
sere umano ad un altro (trapianto allogenico) era possi-
bile. Tra i primi tentativi numerosi furono quelli effettuati in
Francia alla fine degli anni ‘50 a seguito di un incidente nu-
cleare. Trapianti di midollo nell’'uomo su larga scala non
furono comunque realizzati fino a quando nel 1958 il me-
dico ricercatore francese Jean Dausset individuo il primo
degli antigeni d’istocompatibilitd umani, proteine
che danno al sistema immunitario la capacita di determi-
nare cio che non appartiene al corpo e creare anticorpi. Per
evitare il problema del rigetto, i primi trapianti di midollo
furono effettuati tra gemelli, proprio perché tra loro vi ¢ to-
diti d’immunologia, un gruppo di medici esegui, nel 1973,
il primo trapianto tra persone senza rapporti di parentela.

Dal primo trapianto a oggi molte furono le scoperte nel
campo della rigenerazione che portarono alla scoperta delle
cellule staminali ematopoietiche nel cordone ombelicale
umano e alla derivazione di cellule embrionali staminali di
topo dalla massa cellulare interna ad opera degli scien-
ziati Martin Evans, MatthewKaufman, e Gail R. Martin che
conio il termine cellule staminali embrionali. Infine, nel
1998, James Thompson dell’universita di Wisconsin - Ma-
dison isolo le cellule staminali embrionali da blastocisti e
sviluppo le prime linee di cellule staminali embrionali.

Sulle proprieta di rinnovamento il medico italiano Giu-
lio Bizzozero fondo una duratura classificazione dei tessuti
dell’organismo umano — labili, stabili, perenni — avendo
compreso che la vita di un organismo ¢ legata a un processo
continuo, fisiologico di rigenerazione che vale a conser-
varne immutate la costituzione e le proprieta.

La diversita di nomi rifletteva la progressiva specia-
lizzazione delle scienze della vita, conservatasi pratica-
mente immutata fino a pochi anni fa. La diversita
terminologica derivava inoltre dalle peculiari potenzialita
delle cellule staminali conosciute: a seconda degli orga-
nismi e dei tessuti in cui venivano osservate, veniva loro
dato un nome.

Tuttavia sulla loro funzione vi era poco dubbio, e gia
negli anni Dieci era chiaro che la loro destinazione finale,
cio¢ il tessuto cui davano vita, fosse dovuta a fattori
estrinseci alle cellule staminali.

Fattori costanti, che nella rigenerazione fisiologica re-
plicavano la determinazione che avviene nell’ontogenesi,
e che determinano il comportamento di queste cellule
dalla potenzialita istogenetica multipla. Sono queste cel-
lules-souches, una categoria di elementi a potenzialita
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istogenetica multipla perché scappate alla determinazione
istogenetica che avviene nell’embrione, ad avere il ruolo
principale nella rigenerazione fisiologica.

Rimaneva il mistero di quali fossero i fattori che de-
terminavano 1’espressione della potenzialita delle cellule.
Mentre i primi misero a punto sistemi sempre piu fini per
evidenziare la gerarchia dei sistemi di sviluppo, con alcuni
tessuti in grado di determinare il destino degli altri, Mor-
gan cerco la risposta nel materiale contenuto nelle cellule,
di fatto dando il via alla ricerca genetica sui cromosomi.

Le cellule staminali, come concetto biologico, hanno
quindi un’origine storica variegata. Lo studio delle cel-
lule della rigenerazione ¢ stato affiancato alla fine del-
I’Ottocento dalla ricerca sulle cellule dei tessuti adulti.
Questo approccio si ¢ rivelato il piu fruttuoso in termini
di comprensione dei meccanismi eziopatologici di di-
verse malattie.

Non sempre infatti le cellule staminali di un tessuto,
se reinfuse in un paziente, riescono a differenziare in tutte
le cellule necessarie a una rigenerazione completa. Il con-
trollo di questi processi ¢ all’oggi ancora estremamente
limitato, anche per le cellule meglio caratterizzate. Il
primo esempio di terapia con cellule staminali, usato da
decenni, ¢ il trapianto di cellule staminali ematopoietiche,
detto anche trapianto di midollo osseo. In questa proce-
dura, il midollo viene prelevato dal donatore, e da questo
tessuto si prelevano le cellule staminali, per reinfonderle
nel paziente ricevente. Nonostante queste cellule siano
note ¢ utilizzate da molto tempo, 1’espansione in vitro di
questo particolare tipo cellulare (che garantirebbe una
maggiore efficacia ai trapianti) continua ad essere estre-
mamente difficile. Un’altra applicazione efficace della te-
rapia cellulare si basa sull’uso delle cellule staminali della
pelle, messo a punto da Howard Green nel 1983 per il trat-
tamento dei grandi ustionati.

Cellule staminali sono state utilizzate anche per trattare
i pazienti la cui cornea ¢ stata danneggiata da ustioni chi-
miche estese. Applicazioni piu spettacolari, ma comunque
ancora lontane dalla clinica vengono dalla cosiddetta inge-
gneria dei tessuti. In questo campo ci si sta attrezzando per
produrre interi organi, nella loro intera struttura tridimen-
sionale, e alcuni risultati preliminari ne hanno mostrato la
fattibilita. Tuttavia, ¢ ancora lungo il percorso per arrivare
aun loro utilizzo terapeutico, dovendo superare i problemi
legati all’inserimento fisiologicamente funzionale degli or-
gani prodotti all’interno dell’organismo.

La medicina rigenerativa, ormai istituzionalizzata ad
ogni livello, avra la possibilita di ricambiare le tante spe-
ranze suscitate nel pubblico solo se sara in grado di muo-
versi nel solco della tradizione storica che ¢ stata
tracciata: I’intreccio di tanti e diversi filoni di ricerca,
ognuno con il proprio bagaglio di conoscenze, tecniche
¢ approcci. Una molteplicita in grado di affrontare ad
ogni livello le questioni della rigenerazione terapeutica

per I’organismo umano, cosi da comprenderne i mecca-
nismi e mettere a punto trattamenti efficaci. Rinunciare
a integrare le diverse prospettive significherebbe privare
la pratica clinica di fondamenti biologici, aprendo le
porte a una medicina empirica incapace di produrre
nuove conoscenze e di indicare le strade piu promettenti,
e rischiando di trasformarsi in una pratica sempre meno
scientifica. Ma ¢ proprio questa capacita di connettere
biologia e medicina che rappresenta la nostra tradizione
medica, e in ultima analisi ci fornisce gli strumenti per
distinguere le buone pratiche cliniche dalle illusioni pa-
rascientifiche.

Cellule staminali in biologia e nella medicina
rigenerativa

Normalmente lo sviluppo dei mammiferi procede a
senso unico, con cellule dapprima immature che succes-
sivamente si specializzano (differenziano), diventano
meno versatili, e quindi popolano e costruiscono i nostri
tessuti. E infatti solo in una breve finestra temporale, e
cio¢ nelle prime fasi dello sviluppo, precisamente allo sta-
dio di blastocisti, che tutte le cellule hanno la capacita di
trasformarsi in uno qualsiasi dei 220 tipi cellulari del
corpo umano, dalle cellule cardiache ai neuroni alle cel-
lule della pelle.

Nelle successive fasi dello sviluppo dell’embrione im-
piantato, quindi allo stadio fetale, le cellule staminali che
popolano i tessuti in via di formazione sono gia specia-
lizzate avendo acquisito identita e potenzialita differen-
ziative piu ristrette e tipiche del tessuto in cui risiedono.
Queste staminali sono anche dette staminali somatiche, o
tessutali o fetali ma a volte le si trova raggruppate anche
alla voce staminali adulte, intese come cellule staminali
dei tessuti gia specializzati.

Queste cellule garantiscono 1’espansione numerica e
la specializzazione necessaria alla formazione dei diversi
tessuti di un individuo.

Nell’individuo formato, cellule staminali adulte con-
tinuano a popolare i diversi organi e tessuti, dovendo ga-
rantire quel ricambio cellulare necessario per la
funzionalita dell’organo e la sopravvivenza dell’organi-
smo. In questi singoli tessuti o organi adulti, la presenza
di staminali sara tanto pit abbondante quanto maggiore ¢
la necessita e la capacita rigenerativa del tessuto in que-
stione. Le staminali adulte sono quindi molto diverse tra
loro, come localizzazione, abbondanza e specializzazione,
dovendo generare tessuti diversi.

Sono queste capacita delle cellule staminali, cio¢ la
loro propensita all’autorinnovamento nonch¢ la poten-
zialita differenziativa (diversa per le diverse staminali)
ad attirare 1’attenzione della ricerca. Questo interesse
¢ soprattutto determinato dalla possibilita e dalla spe-
ranza di un loro impiego a livello clinico per trapianti
riparativi.
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Le staminali adulte, un’inesauribile fonte endogena

Da sempre le cellule staminali adulte attirano 1’inte-
resse della ricerca di base e clinica per il fatto di essere
tessuto specifiche quindi in un certo senso gia specializ-
zate, di essere endogene ¢ quindi fisiologicamente rile-
vanti oltre che di piu facile accesso rispetto alle
embrionali. Ad esempio, I’estrema propensione rigenera-
tiva del sangue nell’adulto ¢ garantita da una inesauribile
riserva di cellule staminali ematopoietiche professioniste
che risiedono nel midollo osseo delle ossa piatte. Ogni
giorno, queste cellule sono capaci di produrre 2,5 MLD
di eritrociti, 2,5 MLD di piastrine ¢ 1 MLD di leucociti
per kg di peso corporeo per sostituire quelle usurate. Un
altro tessuto ricco in staminali ¢ I’epidermide la quale,
ogni minuto, perde (e deve rigenerare) 30x103 cellule del
suo strato piu superficiale per permettere al nostro orga-
nismo di vivere. Si puo quindi calcolare che ogni 3 setti-
mane 1’epidermide si rigenera. Anche la cornea ha
un’intensa capacita rigenerativa, praticamente ogni due
settimane si forma nuova cornea.

Queste evidenze indicano che cellule con caratteristi-
che di staminali esistono in vivo nell’adulto e in molti casi
assolvano a funzioni rigenerative importanti.

Tuttavia € bene ricordare che i protocolli per il loro iso-
lamento da tessuto restano ancora primitivi - eccetto per
sangue e pelle per le quali, soprattutto per quest’ultima, no-
tevoli passi sono stati fatti in merito alla loro espandibilita.

Questo significa che la possibilita di sfruttare la diffe-
rente capacita rigenerativa delle staminali endogene por-
tandole in laboratorio al fine di produrne in grande
quantita, migliorandone le caratteristiche senza che per-
dano quelle fisiologiche desiderate (come la capacita dif-
ferenziativa) rappresenta ancora terreno esplorato finora
con scarsi risultati, con alcune rare eccezioni.

Approcci di medicina rigenerativa per il trattamento
delle lesioni degli epiteli di rivestimento

Uno degli ambiti con sicure applicazioni cliniche oggi ¢
quello della riparazione degli epiteli squamosi. Questi inclu-
dono I’epidermide e la cornea. In questi casi, gia da diversi
anni ¢ possibile effettuare dei trapianti di pelle autologa.

Il nuovo tessuto cutaneo viene generato in vitro su ma-
trici di collagene e matrigel, a partire da progenitori ¢ sta-
minali cutanee derivanti da piccole biopsie della cute del
paziente. Pioniere di questo filone di ricerca ¢ stato Ho-
ward Green. Fu proprio Green, a Boston nel 1983, a ese-
guire il primo trapianto di pelle coltivata su tre bambini
ustionati gravi.® Da allora centinaia di pazienti hanno be-
neficiato di questo trattamento salvavita che viene appli-
cato ai pazienti con ustioni di terzo grado. Tuttavia la
letteratura ¢ priva di informazioni circa i meccanismi alla
base dell’integrazione del nuovo tessuto. Ancora oggi,
quindi, predire I’efficacia di un trapianto ¢ impossibile e

le linee guida per il trapianto non si sono evolute in modo
significativo negli ultimi 25 anni.

Ciononostante nel 1987 uno studio di Yann Barrandon
ha proposto una metodologia efficiente per la crescita di
cellule staminali della pelle in vitro e la produzione di che-
ratinociti a partire da esse, anche se i costi elevati e la ne-
cessita di diversi mesi per ricostruire lembi di pelle estesi,
di fatto ne limitano la piena diffusione in clinica. In ag-
giunta, sebbene questo oggi rappresenti uno straordinario
trattamento salvavita, i malati trapiantati chiedono una
vita migliore. La pelle cosi rigenerata, infatti, non ¢ otti-
male in quanto priva di ghiandole sudoripare e di bulbi
piliferi. La pelle inoltre ¢ secca, provocando anomalie
nella termoregolazione e nella fisiologia di questo impor-
tante tessuto.

Ecco quindi che ¢ necessario capire la normale fisio-
logia di sviluppo e rigenerazione della pelle e capire la
biologia delle staminali della pelle. Oggi sappiamo che le
staminali cheratinocitiche sono localizzate in diverse zone
dell’epidermide. Queste cellule si propagano generando
olocloni che possono sostenere anche 200 divisioni e che
quando trapiantati riescono a rigenerare pelle o cornea.
Altre staminali sono presenti nel bulbo pilifero e nelle
ghiandole sudoripare. Quelle del bulbo pilifero sembra
partecipino attivamente anche alla riparazione dell’epi-
dermide in seguito a danno.

Un altro epitelio che ¢ possibile rigenerare completa-
mente in vitro & I’epitelio corneale. In caso di lesioni alla
cornea, I’epitelio congiuntivale, che costituisce la parte
visibile bianca dell’occhio, prende il sopravvento por-
tando alla formazione di quello che in termini clinici si
chiama pannus e che copre tutto il bulbo, causando cecita.
In molti casi, € possibile ricostruire la cornea partendo da
staminali presenti a livello del limbus dell’occhio, una
striscia di cellule, di cui circa il 10% con caratteristiche
staminali, che circonda la cornea. Sebbene il prelievo non
possa essere mirato al prelievo delle sole staminali lim-
bari, ¢ presumibile che il sistema di espansione in vitro
selezioni per le staminali corrette le quali, una volta messe
in coltura, sono in grado di ricostruire in circa 3-4 setti-
mane un lembo di epitelio corneale che viene impiantato
al posto di quello compromesso.

In conclusione, i riflettori puntati sulle staminali de-
vono anche portare scienziati, medici, enti regolatori ¢
bioeticisti ad agire in modo coordinato, per potere proce-
dere verso una responsabile traslazione della ricerca sulle
cellule staminali in applicazioni cliniche appropriate e ba-
sate sull’evidenza.

LE CELLULE STAMINALI

Le cellule staminali sono cellule non specializzate pre-
senti in tutti gli organismi viventi. Diversamente da una
cellula epiteliale, capace di produrre una barriera biolo-
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gica a difesa del nostro organismo, o da un globulo rosso,
in grado di trasportare 1’ossigeno attraverso il circolo san-
guigno, una cellula staminale non possiede alcuna specia-
lizzazione fisiologica. La definizione di cellula staminale
si basa essenzialmente su due caratteristiche: a) autorin-
novamento, ossia la capacita di generare una cellula in-
differenziata esattamente uguale alla cellula-madre
attraverso numerosi cicli cellulari; b) potenza, vale a dire
la capacita di differenziarsi in tipi cellulari specializzati.

Si distinguono diversi stadi di potenza delle cellule sta-
minali: la totipotenza ¢ la capacita di generare tutti i tessuti
embrionali ed extraembrionali, tipica delle cellule della mo-
rula; la pluripotenza ¢ la capacita di differenziarsi in tutti i
tessuti embrionali, tipica delle cellule staminali embrionali
(ES, Embryonic Stem cells) che compongono la massa cel-
lulare interna della blastocisti, capacita che recentemente ¢
stata riferita anche a cellule somatiche riprogrammate;
la multipotenza ¢ la capacita di differenziare in tutti i tipi
cellulari di un foglietto germinativo (endoderma, meso-
derma o ectoderma); ’unipotenza ¢ la capacita di differen-
ziarsi in un unico tipo cellulare, tipico dei progenitori. In
questo saggio verranno descritte le cellule staminali em-
brionali e adulte fino alle innovative cellule staminali plu-
ripotenti indotte (iPS, induced Pluripotent Stem cells), la
sfida scientifica del nuovo secolo.

Cellule staminali adulte

Una cellula staminale adulta (ASC, Adult Stem Cell)
¢ una cellula indifferenziata che si puo trovare in un tes-
suto o organo terminalmente differenziato; esse sono pre-
senti in un numero molto piccolo in ogni tessuto. Si ritiene
che queste cellule risiedano in aree specifiche, dalla cito-
architettura definita, che garantiscono un microambiente
controllato biochimicamente, detto nicchia, dove le ASC
rimangono relativamente quiescenti fino a che non ven-
gono riattivate da un danno o da uno stato patologico.
Esse proliferano durante I’intera vita di un organismo e in
vitro vanno incontro a senescenza perdendo la capacita di
proliferare dopo 100+200 cicli cellulari. Il ruolo primario
delle cellule staminali adulte ¢ infatti quello di mantenere
il normale turnover e riparare il tessuto in cui si trovano,
oltre a contribuire allo sviluppo postnatale dell’individuo.
I tessuti adulti per cui ¢ stata dimostrata 1’esistenza delle
cellule staminali sono molti: per es., ’endotelio, il mu-
scolo scheletrico, il fegato, la polpa dentale, la cornea. Ti-
picamente le ASC sono definite multipotenti, poiché
possiedono la capacita di generare tutti i tipi cellulari spe-
cializzati del tessuto d’appartenenza. Esse si dividono se-
condo due principali modalita: divisione simmetrica, che
permette la generazione di due cellule staminali identiche
tra loro; e divisione asimmetrica, che permette la genera-
zione di una cellula staminale identica alla cellula di par-
tenza e di una cellula progenitrice. I progenitori hanno una
capacita rigenerativa inferiore a quella delle cellule sta-

minali di partenza e possiedono un commitment, cio¢ un
programma che li induce a differenziarsi in un determi-
nato tipo cellulare.’!

Passato e presente

Negli anni Sessanta del 20° sec. alcuni ricercatori sco-
prirono che il midollo osseo contiene almeno due tipi di
cellule staminali. La prima popolazione scoperta, le cel-
lule staminali emopoietiche, da origine a tutte le cellule
del sangue. Pochi anni dopo fu scoperta una seconda po-
polazione, le cellule stromali del midollo osseo. Questa &
una popolazione cellulare mista che genera 1’0sso, la car-
tilagine, il grasso e il tessuto connettivo e fibroso. Sempre
negli stessi anni furono identificate alcune cellule in di-
visione in due aree del cervello di ratto. Nonostante questi
dati, la maggior parte dei ricercatori non credeva che le
cellule nervose potessero essere rigenerate nel cervello
adulto. Soltanto negli anni Novanta fu accettata nel
mondo scientifico la presenza di cellule staminali nel cer-
vello, capaci di generare i tre tipi cellulari principali del-
I’encefalo: 1 neuroni, che costituiscono le cellule nervose,
gli astrociti e gli oligodendrociti, che fungono invece da
supporto. A partire da quel momento numerosi gruppi di
ricerca si sono dedicati allo studio delle ASC e sono stati
condotti indagini precliniche su modelli animali per la te-
rapia cellulare in tessuti danneggiati o malati. Alcuni
esempi di potenziali applicazioni delle ASC in terapia in-
cludono la sostituzione delle cellule dopaminergiche
nell’encefalo dei pazienti malati di Parkinson, il trapianto
di cellule capaci di produrre insulina (cellule beta) nel
pancreas in pazienti affetti da diabete di tipo 1, la ripopo-
lazione del tessuto muscolare scheletrico nei pazienti con
distrofia muscolare di Duchenne tramite 1’iniezione di
precursori del muscolo scheletrico da donatore sano op-
pure modificati geneticamente, e la riparazione del mu-
scolo cardiaco in seguito a infarto mediante I’iniezione di
cellule muscolari cardiache.*

Plasticita

Molti esperimenti hanno recentemente dimostrato che
alcune cellule staminali adulte, oltre a differenziarsi nei
tipi cellulari specializzati derivanti dal foglietto embrio-
nale d’appartenenza (il cosiddetto differenziamento orto-
dosso), possiedono la capacita di generare cellule
specializzate di tessuti diversi. Questa proprieta ¢ nota
come plasticita, o transdifferenziamento o differenzia-
mento non ortodosso. Attualmente la ricerca ¢ rivolta a
determinare quali siano i meccanismi responsabili della
plasticita delle ASC. Se questi meccanismi verranno com-
presi, in modo tale da poter essere controllati, le cellule
staminali da un tessuto sano potranno essere indotte a ri-
popolare un tessuto danneggiato. Recentemente anche nei
tumori sono state identificate cellule in grado di soddisfare
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i criteri di staminalita, denominate cellule staminali tu-
morali (CSC, Cancer Stem Cells). Le CSC sembrano es-
sere responsabili delle recidive e delle metastasi, e per
questo motivo rappresentano un importante target ai fini
dello sviluppo di terapie antitumorali.

Cellule staminali dell’epidermide

L’epidermide, lo strato piu esterno della pelle, ¢ costi-
tuito da un epitelio stratificato squamoso caratterizzato da
un tipo cellulare principale, i cheratinociti. Sono stati
identificati tre diversi tipi di cheratinociti, gli olocloni,
i merocloni ¢ 1 paracloni. L’oloclone possiede il piu alto
potenziale proliferativo (120-160 divisioni cellulari), ¢ in
grado di generare tutti i tipi cellulari del tessuto di origine
e di recuperare in modo permanente 1’epitelio quando tra-
piantato in pazienti con danni e difetti estesi. Per questo
motivo I’oloclone ¢ considerato la cellula staminale epi-
teliale. Nella pelle umana gli olocloni sono distribuiti uni-
formemente nello strato basale dell’epidermide
interfollicolare e in specifiche regioni dei follicoli. Gli
olocloni si localizzano anche nell’epitelio del /imbus ocu-
lare, compreso tra la cornea e la congiuntiva bulbare. Du-
rante il normale turnover dell’epidermide, gli olocloni
entrano nel programma differenziativo, perdono la loro
capacita proliferativa (meroclone, paraclone), migrano
verso lo strato piu esterno dell’epidermide e attivano il
processo di morte cellulare programmata, dando origine
allo strato spinoso, allo strato granuloso e allo strato cor-
neo dell’epidermide. Il paraclone possiede una ridotta ca-
pacita proliferativa rispetto all’oloclone (15 divisioni
cellulari) e nel processo di divisione cellulare genera solo
cellule terminalmente differenziate. I1 meroclone puo es-
sere considerato una stadio cellulare intermedio tra I’olo-
clone ¢ il meroclone. Un oloclone puod essere quindi
prelevato dalla pelle e amplificato estensivamente in
vitro tanto da poter essere utilizzato per il trapianto di
un’estesa superficie epidermica.

Applicazioni cliniche

I cheratinociti dell’epidermide possiedono due impor-
tanti caratteristiche: I’elevata capacita replicativa e la fa-
cile reperibilita.**3** Queste cellule sono state utilizzate
nella cura di gravi ustioni. A partire da cheratinociti auto-
loghi ¢ possibile produrre in vitro 1’epitelio stratificato
della pelle e, successivamente, innestarlo nel paziente
ustionato. In maniera simile ¢ possibile isolare cellule sta-
minali epidermali dall’estremita del canale uretrale, farle
crescere in vitro e utilizzarle per ricostituire la porzione
mancante dell’uretra. Le cellule progenitrici della cornea,
localizzate nell’epitelio del /imbus, si possono isolare e
coltivare per generare 1’epitelio corneale da trapiantare in
caso di necessita. Cellule staminali dell’epidermide hanno
inoltre trovato impiego, con successo, nella cura di alcune

malattie degli epiteli, come 1’epidermolisi bullosa che
comprende un gruppo di gravi malattie ereditarie della
pelle causate dalla mutazione del gene della laminina 5 o
di altri componenti dell’emidesmosoma: cellule staminali
dell’epitelio umano sono state coltivate e stabilmente tra-
sdotte in vitro con vettori retrovirali, codificanti per la pro-
teina sana della laminina 5; le cellule corrette
geneticamente riacquistano le proprieta adesive tipiche
delle cellule sane e sono in grado di esprimere il transgene
per lungo tempo. E stato, quindi, messo a punto un proto-
collo clinico per il trapianto, sotto anestesia locale, di
strati epiteliali geneticamente corretti su regioni del corpo
piuttosto vaste, ottenendo risultati molto incoraggianti.’

Meccanismo d’azione della terapia cellulare

Sebbene siano stati effettuati grandi passi avanti nella
ricerca terapeutica per le malattie cardiovascolari, il mec-
canismo attraverso il quale la terapia cellulare puo appor-
tare un beneficio alla funzione cardiaca non ¢ ancora
molto chiaro. Tre sono le teorie piu accreditate: fusione
cellulare, transdifferenziamento e rilascio di mediatori pa-
racrini.

La fusione cellulare consiste nell’unione di una cellula
ospite con la cellula staminale trapiantata, con conse-
guente trasferimento del contenuto cellulare e delle infor-
mazioni necessarie per svolgere le funzioni cellulari. Sten
Eirik Jacobsen e altri ricercatori hanno dimostrato che tra-
piantando progenitori ematopoietici, alcuni di essi si fon-
dono con le cellule del muscolo cardiaco, anche se con
una frequenza bassissima. Il termine transdifferenzia-
mento indica invece la capacita di una cellula staminale
residente in un tessuto di differenziarsi in cellule presenti
in altri tessuti. Altra modalita che potrebbe spiegare gli
effetti benefici della terapia cellulare nelle patologie car-
diache ¢ il rilascio paracrino di fattori di crescita e di so-
pravvivenza. In questo caso la cellula trapiantata apporta
effetti benefici attraverso la liberazione di citochine e fat-
tori di crescita in grado di stimolare la sopravvivenza delle
cellule differenziate e il differenziamento delle cellule sta-
minali residenti. E molto probabile che questi tre mecca-
nismi non agiscano in modo separato ed esclusivo, ma si
manifestino sinergicamente per aumentare la rigenera-
zione del miocardio danneggiato.

LA RIGENERAZIONE MEDIANTE L’UTILIZZO
DI CELLULE STAMINALI DI ORIGINE ADIPOSA

Le cellule staminali mesenchimali umane (hMSCs)
possono essere ottenute, oltre che dal midollo osseo, fonte
classica iniziale di isolamento, anche da fonti alternative
quali la polpa dentaria, le membrane fetali della placenta
a termine ¢ il tessuto adiposo (adipose derived stem cells,
hASCs). Tali cellule sono in grado di riprodurre processi
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di vasculogenesi e differenziamento cardiovascolare in
vitro, e possono essere anche utilizzate in vivo, per pro-
muovere la riparazione di cuori danneggiati in animali
sottoposti ad infarto miocardico,? o per migliorare la ri-
vascolarizzazione e la funzionalita di isole pancreatiche
in ratti diabetici.?* Questi risultati rappresentano una prova
di principio del fatto che, indipendentemente dal tessuto
di provenienza, I’orientamento verso un destino vasculo-
genico e la riparazione vascolare in vitro ed in vivo rap-
presentano un comune denominatore caratterizzante della
potenzialita terapeutica tissutale delle h(MSCs.

Indipendentemente dalla loro fonte, h(MSCs di diversa
origine condividono la caratteristica di poter esprimere
una insieme di fattori trofici (secretoma) secernibili in di-
verse condizioni ambientali di coltura in vitro e di conte-
sto tissutale in vivo. Tali fattori individuano una
peculiarita di tipo paracrino delle hMSCs che divengono
cosi capaci di agire attraverso il loro secretoma nella sede
del trapianto, inducendo risposte angiogenetiche, antia-
poptotiche ed antifibrotiche.

Sebbene il midollo osseo sia stato utilizzato in passato
come fonte principale di hMSCs, il prelievo di tale tessuto
risulta invasivo e doloroso, ponendo la necessita della
identificazione di fonti alternative di hMSCs. Inoltre,
I’uso di hMSCs di origine midollare ¢ potenzialmente gra-
vato da un elevato grado di infezioni virali e da un signi-
ficativo declino della vitalita e della potenzialita
differenziativa delle stesse hMSCs con il progredire del-
I’eta del donatore. Per questi motivi, una fonte ideale di
hMSCs dovrebbe: i) essere reperibile in grande quantita;
i1) essere recuperabile con una procedura minimamente
invasiva; iii) rendere disponibile una popolazione di
hMSCs capace di mantenere una buona vitalita ed un po-
tenziale differenziativo elevato anche all’aumentare del-
’eta del donatore.?

Negli ultimi anni ¢ diventato sempre piu evidente come
il tessuto adiposo possieda una popolazione di cellule sta-
minali multipotenti, definite appunto come hASCs. Le
hASCs rappresentano uno strumento promettente di terapia
cellulare, dal momento che possono essere utilizzate in vivo
in modelli animali di infarto miocardico acuto. Al riguardo,
hASCs poste in coltura sono risultate in grado di riparare il
tessuto miocardico infartuato, agendo come sorgenti para-
crine di mediatori trofici di processi angiogenici.’¢ Le
hASCs possono anche essere indirizzate verso il destino
endoteliale e quello muscolare liscio. Vi sono crescenti evi-
denze in vitro ed in vivo che dimostrano la multipotenza
delle ASCs di origine umana e di altre specie. Tali evidenze
riguardano la capacita delle ASCs di intraprendere I’ orien-
tamento verso i destini adipocitario, condrocitario, emato-
poietico, epatocitario, simil-neuronale, osteoblastico,
pancreatico e muscolo scheletrico, oltre ai gia citati orien-
tamenti in senso miocardico e vascolare.

Malgrado 1 progressi nell’isolamento delle hASCs,

una serie di problematiche restano ancora irrisolte, quali
la sopravvivenza cellulare nulla o comunque trascurabile
dopo congelamento e scongelamento del lipoaspirato, la
difficolta di espansione ex vivo, la scarsa efficienza del
delivery tissutale, (meno del 5% delle cellule trapiantate
sono trattenute nel tessuto dopo trapianto), e I’incerto de-
stino, anche differenziativo in vivo.

Queste problematiche minimizzano i vantaggi otteni-
bili dalla stessa espansione cellulare. Inoltre, I’opportunita
di un trasferimento in ambito clinico di cellule staminali
sottoposte a manipolazione rilevante, includente 1’espan-
sione ex vivo in coltura, € notevolmente ritardata dalla ne-
cessita di conformarsi ai requisiti stabiliti dalle linee guida
previste per le manipolazioni cellulari maggiori in ac-
cordo con le cosiddette vigenti buone pratiche di fabbri-
cazione (current Good Manufacturing Practice,
c¢GMP).3738 Tuttavia, tali restrizioni non si applicano in
caso di manipolazione non rilevante.’® Da queste consi-
derazioni emerge come sarebbe altamente auspicabile per
un rapido sviluppo clinico della Medicina Rigenerativa la
realizzazione di tecnologie di processazione basate su una
manipolazione non rilevante atte ad ottenere idonei pro-
dotti contenenti hASCs, pronti per 1’uso autologo senza
alcuna espansione, ma anche suscettibili di criopreserva-
zione ed eventuale espansione in vitro.

I’ANGIOGENESI NELLA RIGENERAZIONE
TISSUTALE

La rigenerazione dei tessuti dipende strettamente dagli
stimoli e dai segnali derivanti dal microambiente presente
nel tessuto stesso. Un approccio utile ¢ meno complesso
rispetto al trapianto cellulare, per I’identificazione di
nuove strategie terapeutiche, consiste nella mobilizza-
zione delle cellule endogene. Tale metodo permette di su-
perare le difficolta associate all’utilizzo delle cellule
staminali embrionali ¢/o0 adulte. Nonostante tale approccio
sia molto promettente, al fine di individuare strategie te-
rapeutiche di successo, ¢ necessario ottenere una com-
prensione piu dettagliata della complessa rete che
comprende i diversi tipi di cellule e fattori coinvolti nel
processo rigenerativo.*

Infatti, 1’induzione all’attivazione e alla mobilizza-
zione delle cellule staminali endogene implica anche lo
studio delle altre componenti essenziali del tessuto e delle
popolazioni di cellule che promuovono I’infiammazione,
la rigenerazione e I’angiogenesi.*!

Il muscolo scheletrico ¢ caratterizzato dalla notevole
capacita di rigenerare dopo aver subito lesioni o come
conseguenza di malattie. La rigenerazione viene avviata
da tutti i segnali che vengono rilasciati sia dalle fibre dan-
neggiate che dai macrofagi (MPs) e che portano all’atti-
vazione delle cellule satelliti quiescenti, cio¢ le cellule
staminali primarie che sono tra i principali fattori respon-
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sabili della rigenerazione del muscolo*? Studi recenti evi-
denziano che i fattori prodotti durante il processo infiam-
matorio possono influenzare la rigenerazione del muscolo
scheletrico stimolando la sopravvivenza delle cellule sa-
telliti e/o la loro proliferazione, mettendo in evidenza
I’importanza del microambiente che ¢ in grado di mediare
la mobilizzazione delle cellule satelliti e I’induzione della
rigenerazione muscolare.*'#3

Tra gli scopi di questo progetto ¢ lo studio dell’effetto
di modulatori dell’angiogenesi e/o della mobilizzazione
delle cellule staminali muscolari (cellule satelliti) nella ri-
generazione del muscolo scheletrico, con il fine ultimo di
definire nuovi protocolli di rigenerazione muscolare, ba-
sati sulla somministrazione in vivo, in modelli di danno
muscolare acuto, di piccole molecole/peptidi, anche me-
diante 1’utilizzo di biomateriali. In particolare, sara ana-
lizzato I’effetto di un nuovo fattore, Cripto che agisce
come regolatore delle cellule staminali pluripotenti,**** e
la cui espressione ¢ indotta nelle cellule staminali e nelle
cellule infiammatorie durante le fasi precoci della rigene-
razione muscolare, come recentemente dimostrato nel no-
stro laboratorio.*® Inoltre, sara studiato il ruolo di Cripto
sulla migrazione delle cellule satelliti. Ad oggi, infatti, le
molecole ed i meccanismi relativi alla migrazione in vivo
di queste cellule e dei precursori dei mioblasti sono, come
la maggior parte degli aspetti della fisiologia delle cellule
satellite, complicati dalla rarita e dalla dispersione delle
stesse all“interno del tessuto. E necessario quindi svilup-
pare nuovi protocolli sperimentali, basati sulla microsco-
pia time-lapse, che permettano di seguire il movimento
delle cellule satellite e dei precursori muscolari diretta-
mente su fibre muscolari isolate.

Il muscolo scheletrico ¢ caratterizzato dalla notevole
capacita di rigenerare dopo aver subito lesioni o come
conseguenza di malattie. La rigenerazione viene avviata
da tutti i segnali che vengono rilasciati sia dalle fibre dan-
neggiate che dai macrofagi (MPs) e che portano all’atti-
vazione delle cellule satelliti quiescenti, cio¢ le cellule
staminali primarie che sono tra i principali fattori respon-
sabili della rigenerazione del muscolo scheletrico. Studi
recenti evidenziano che i fattori prodotti durante il pro-
cesso infiammatorio possono influenzare la rigenerazione
del muscolo scheletrico stimolando la sopravvivenza delle
cellule satelliti e/o la loro proliferazione, mettendo in evi-
denza I’importanza del microambiente che ¢ in grado di
mediare la mobilizzazione delle cellule satelliti e I’indu-
zione della rigenerazione muscolare.

UTILIZZO DI PICCOLE MOLECOLE PER
REGOLARE LA PROLIFERAZIONE E IL
DIFFERENZIAMENTO DI CELLULE STAMINALI

Una delle principali sfide della medicina rigenerativa
¢ quella di poter sfruttare pienamente le multipotenzialita

delle cellule staminali per permettere il ripristino, il man-
tenimento e/o I’aumento delle funzioni dei tessuti. Le cel-
lule staminali possono essere sorgente di differenti tipi
cellulari, compensando in tal modo I’incapacita dell’or-
ganismo adulto di riparare i danni a carico di tessuti che
hanno perduto la capacita di rinnovarsi.*’ In questo con-
testo, le ripercussioni applicative delle metodiche volte al
differenziamento controllato di cellule staminali sono
dunque potenzialmente enormi, in quanto utilizzabili per
la cura e la terapia di un ampio spettro di patologie dege-
nerative. Ciononostante la disponibilita di molecole in
grado di controllare la loro proliferazione, il loro differen-
ziamento, la loro motilita, ecc. € ancora molto limitata. In
gran parte, cio ¢ dovuto: alla complessita dei meccanismi
molecolari che regolano tali funzioni; alle limitazioni
degli approcci sperimentali utilizzati.

La possibilita di indirizzare in maniera razionale il dif-
ferenziamento di cellule staminali alterando il signaling
mediante I’aggiunta di piccole molecole rappresenterebbe
un sostanziale passo avanti per gli obiettivi della medicina
rigenerativa. Il raggiungimento di quest’obiettivo po-
trebbe contribuire ad ottenere colture cellulari differen-
ziate in maniera omogenea a costi ridotti.

MEDICINA RIGENERATIVA
NELLA RIPARAZIONE DELLA CUTE

La possibilita di riparare estese soluzioni di continuo
a livello cutaneo ha sempre rappresentato un problema di
vitale importanza in medicina; infatti la perdita dell’inte-
grita dell’organo deputato alla protezione dagli insulti
esterni espone 1’organismo ad una serie innumerevole di
rischi di perdita dell’omeostasi, nonché all’aggressione
da parte di microrganismi. Le soluzioni di continuo cuta-
nee vengono, quindi, protette con cute allogenica da do-
natore cadavere o con costrutti autologhi ottenuti
mediante processi di espansione cellulare. Per 1’allesti-
mento della coltura di cellule, € necessario un prelievo di
tessuto da paziente o donatore. Il prelievo viene eseguito
su una zona corporea piana, evitando le superfici artico-
lari, il volto e le mani. Il prelievo del paziente ustionato
viene effettuato preferibilmente entro il secondo giorno
dal ricovero del paziente. Seguendo protocolli di disinfe-
zione e trasporto del campione di tessuto, la biopsia viene
lavorata e con I'utilizzo di enzimi, vengono separate le
cellule del derma e dell’epidermide.

Si procede alla coltura in terreno specifico, alla cre-
scita cellulare in appositi incubatori e, dopo circa 3 setti-
mane le cellule vengono seminate su appositi sostegni
(scaffold o lamine) utilizzati per veicolare le cellule in
sede di lesione.

Essi, infatti, possono essere posizionati direttamente
sulla zona da trattare oppure crioconservati in appositi
container per essere utilizzati in un tempo successivo se-
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condo necessita. Dal punto di vista chirurgico, il princi-
pale vantaggio della coltivazione epiteliale ¢ che una vasta
superficie di sostituto cutaneo puo essere prodotta per co-
prire le aree cruente: un frammento bioptico di 2 cm? pud
essere fatto espandere fino ad una superficie 10.000 volte
maggiore in 3-4 settimane.

L’entusiasmo e 1’ottimismo sono aspetti importanti
della ricerca, dell’innovazione e del progresso. Possono,
infatti, generare una forza costruttiva che aiuta ad attirare
finanziamenti indispensabili per la ricerca scientifica.

Ma il clamore, quando diventa esagerato e scientifi-
camente insostenibile, si tramuta in speculazione e nel
complesso non pud essere visto come una forza positiva.

La ricerca sulle cellule staminali, ad esempio, ha ge-
nerato molta attenzione da parte dei media, allontanan-
dosi dalle discussioni di ordine etico in favore di
un’immagine positiva per innumerevoli potenziali appli-
cazioni terapeutiche.*®

Questo aumenta il rischio di conseguenze dannose
perché crea aspettative non realistiche e fuorvianti che ge-
nerano un profondo divario tra la percezione della gente
e il reale stato della ricerca.

Tra 1’altro, ultimamente ¢ stato osservato un diffuso
utilizzo di un linguaggio sensazionalistico anche negli ab-
stract peer-reviewed e nei comunicati stampa istituzionali,
che dovrebbero invece mantenere uno stile sobrio e ade-
rente alla realta.®

Ma tutto il resto va riconosciuto presentando i progressi
scientifici con argomentazioni che non siano emotive o emo-
zionali, nel rispetto dei tanti ricercatori che con impegno,
passione e rigore, contribuiscono a sviluppare metodi e far-
maci utili a donare speranza ai malati e alle loro famiglie.

In considerazione di cid e per combattere il diffondersi
di false promesse proteggendo i pazienti da notizie su pos-
sibili terapie non ancora consolidate, I’ International Society
for Stem Cell Research (ISSCR) ha stilato delle raccoman-
dazioni contro gli inganni sulle terapie con staminali.

A firmare le linee guida sono piu di trenta specialisti,
tra cui bioeticisti e tecnici, con un vademecum che serve
a mettere in guardia i pazienti consentendo loro di distin-
guere tra le sperimentazioni che hanno un fondamento
scientifico e quelle basate su pericolose illusioni. Un ul-
teriore obiettivo delle linee guida ¢ quello di fare chia-
rezza sulle potenzialita terapeutiche delle staminali adulte
e di quelle embrionali.

Sono inoltre presenti raccomandazioni per aiutare i ri-
cercatori a non confondere il linguaggio della ricerca con
quello della cura. In particolare, viene ricordato che la ri-
cerca ¢ destinata principalmente a generare conoscenza,
il che non sempre porta a una migliore cura per un dato
paziente.

Questo errore ¢ noto per facilitare quello che viene de-
finito equivoco terapeutico e puo causare fraintendimenti
sul vero obiettivo che ¢ quello di interventi

sperimentali. In questo senso le linee guida invitano 1’au-
tore di uno studio ad avere maggiore consapevolezza non
solo dei contenuti ma anche del tono.

CONCLUSIONI

Negli ultimi anni la ricerca sulle cellule staminali ha
aperto possibili scenari di cura innovativi, poiché avere la
possibilita di rigenerare un tessuto danneggiato dalla ma-
lattia ¢ ben altra cosa rispetto al tentativo di arginare un
danno. Di conseguenza, le cellule staminali hanno susci-
tato anche smisurate e infondate attese nella pubblica opi-
nione, diventando uno scenario culturale, se non
addirittura uno slogan, di futuribili vittorie sulla malattia.

Non va tuttavia dimenticato che la medicina potra vin-
cere alcuni o tanti limiti, ma riconsegnera sempre 1’'uomo,
anche se in modi nuovi, al suo limite fondamentale: egli
non potra non incontrare sofferenza, malattia e morte. Se
si trascura questo aspetto, si rischia di caricare la ricerca
sulle cellule staminali di una dimensione utopica che fi-
nirebbe per risultare frustrante e, in ultima istanza, disu-
manizzante.

La realta attuale e futura delle cellule staminali ri-
chiede dunque una grande responsabilita d’azione; la ri-
cerca ¢ la divulgazione necessariamente devono essere
coniugate con I’intelligenza etica che, insieme alla cono-
scenza medico-biologica e all’alleviamento delle soffe-
renze, miri al rispetto di tutto I’'uomo e di ogni uomo.

Alla ricerca sulle cellule staminali e alle sue applica-
zioni terapeutiche dobbiamo chiedere di curare sempre
meglio la salute, non di produrre la salvezza.
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