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SCOPO DEL CONVEGNO

Il sangue del neonato che rimane nella placenta al termine del parto - e che in pas-
sato veniva eliminato insieme alla placenta - viene oggi prelevato dai vasi sanguigni
del cordone ombelicale mediante una semplice procedura eseguita dopo il taglio del
cordone, che non pone alcun rischio né per la mamma né per il neonato. Questo par-
ticolare tipo di sangue - il “sangue placentare”- contiene preziose cellule staminali che
da oltre 20 anni vengono utilizzate a scopo di trapianto per i pazienti affetti da gravi
malattie del sangue (leucemie, linfomi, talassemie, malattie del sistema immunitario,
difetti metabolici). Oltre due milioni di famiglie hanno gia donato il sangue placentare
a scopo solidaristico, contribuendo a creare un patrimonio mondiale di oltre 600.000
donazioni conservate a temperatura inferiore a -150°C in oltre 140 banche pubbliche
in tutto il mondo. Con questo patrimonio sono stati realizzati finora circa 25.000 tra-
pianti.

Dato che il successo di questo tipo di trapianto & significativamente correlato al nu-
mero di cellule contenute nel sangue placentare e alla compatibilita fra donatore e
ricevente, & necessario sviluppare ulteriormente gli attuali programmi di raccolta so-
lidaristica per consentire a tutti i pazienti di ricevere una donazione con un elevato
numero di cellule in relazione al peso corporeo del ricevente e con un ottimo livello di
compatibilita. A tal fine, gli esperti hanno indicato I'obiettivo di triplicare I'inventario
disponibile, ovvero passare per I'ltalia da un patrimonio attuale di circa 30.000 a un
inventario definitivo di 90.000 donazioni.

Obiettivo di questo convegno é fare il punto sulla donazione solidaristica del sangue
placentare e sulla ricerca sulle cellule staminali, allo scopo di promuovere la migliore
sinergia fra clinici, ricercatori e associazioni di utilita sociale nel promuovere una cor-
retta informazione alla cittadinanza su questi temi e un corretto uso di questo prezioso
materiale biologico.

Paolo Rebulla, Pierluigi Vasilotta e Paolo Di Lavore
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La cellula staminale

Lorenza Lazzari

Cell Factory, Unita di Medicina Trasfusionale, Terapia Cellulare e Criobiologia,
Dipartimento di Medicina Rigenerativa, Fondazione IRCCS Ca’ Granda Ospe-
dale Maggiore Policlinico, Milano

Un organismo vivente complicato come I'uomo richiede un continuo rinno-
vamento che si realizza attraverso l'aiuto di cellule che si dividono e diffe-
renziano. Ad esempio a livello ematopoietico, ogni giorno miliardi di cellule
senescenti vengono sostituite da nuove cellule generate nel midollo osseo.

A sostenere quest’enorme processo di rinnovamento cellulare vi € un piccolo
compartimento di cellule staminali, funzionalmente eterogenee e morfologica-
mente indifferenziate.

Le cellule staminali sono conosciute come embrionali o adulte. Le prime sono
presenti nell’embrione dopo circa sette giorni di sviluppo e sono totipotenti,
cioé sono in grado di differenziarsi in qualsiasi tessuto del corpo umano. Men-
tre le cellule staminali adulte possono essere sia pluripotenti che multipotenti,
con capacita di auto-rinnovamento, in quanto danno vita solo ad alcuni tipi
cellulari. Esse sono in grado al tempo stesso sia di generare progenitori indi-
rizzati verso una o due linee cellulari (committed), sia di dare origine ad altre
cellule con identiche capacita proliferative e di sviluppo.

All'interno delle cellule staminali adulte troviamo due importanti popolazioni
cellulari: le cellule staminali ematopoietiche e le cellule staminali mesenchima-
li. Le prime danno origine a tutte le cellule del sangue, le seconde alle cellule
che supportano la riparazione di organi e tessuti. Molto si conosce nel campo
delle cellule staminali ematopoietiche sia dal punto di vista della ricerca che
dell’applicazione clinica. Ma & soprattutto nel campo delle cellule staminali
mesenchimali che si stanno focalizzando gli sforzi della ricerca in quanto que-
ste cellule staminali mesenchimali sono il futuro della medicina rigenerativa,
cioe la scienza che studia la riparazione dei tessuti a seguito di danni acuti e
Ccronici.

L’anemia di Fanconi e la bomba atomica

Paolo Rebulla

Milano Cord Blood Bank, Centro di Medicina Trasfusionale, Terapia Cellulare
e Criobiologia; Dipartimento di Medicina Rigenerativa, Fondazione Ca’ Granda
Ospedale Maggiore Policlinico, Milano

La realizzazione di importanti scoperte e innovazioni puo essere talvolta asso-
ciata all’occorrenza a diversi fattori favorenti in particolari periodi storici, aree
geografiche o contesti sociali ed economici. Anche lo sviluppo di una terapia
risolutiva per il trattamento dell’anemia di Fanconi - una grave malattia del
sangue caratterizzata da fragilita dei cromosomi e conseguente sviluppo di
leucemie e simili alterazioni secondarie - successivamente estesa e oggi appli-
cata con successo al trattamento delle leucemie, dei linfomi, delle talassemie,
di alcune immunodeficienze e di alcune patologie metaboliche, €, almeno in
parte, riconducibile al particolare contesto psicologico della guerra fredda che
ha caratterizzato fino a qualche decennio fa i rapporti fra Stati Uniti e Unione
Sovietica e al reciproco timore di un attacco nucleare da parte dei cittadini di
questi due Paesi.

In questo contesto, all’inizio degli anni *70 del secolo scorso, alcuni ricercatori
nordamericani dedicarono particolare attenzione alla identificazione di cellule
‘staminali’ nei diversi distretti dell’organismo. Al di la dello scopo e dell’interes-
se biomedico, queste ricerche erano sostenute dall’aspettativa che la raccolta
di un tessuto ‘ricco di staminalita emopoietica’ potesse servire a riparare il
midollo osseo danneggiato da radiazioni nucleari.

Questi studi consentirono di dimostrare che il sangue che rimane nella placen-
ta al termine del parto (il sangue ‘placentare’ o ‘del cordone ombelicale’) con-
tiene un numero elevato di cellule staminali emopoietiche, sufficienti per ese-
guire un trapianto nell’'uomo. Grazie alla convergenza degli interessi scientifici
di Hal Broxmeyer dell’Indiana University e di Arlene Auerbach della Rockefeller
University di New York — responsabile del registro internazionale dell’anemia
di Fanconi - e alla competenza clinica di Eliane Gluckman dell’Ospedale Saint
Louis di Parigi fu possibile realizzare con successo il primo trapianto di sangue
placentare nel 1988 in un paziente affetto da questa grave malattia.

Questo tipo di sangue rappresenta oggi una preziosa sorgente terapeutica
utilizzata in oltre il 20% dei pazienti per i quali un donatore di midollo osseo
familiare compatibile non & disponibile. In termini assoluti, questo tipo di tra-
pianto & stato eseguito in circa 25.000 casi negli ultimi 20 anni.
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Raccolta, caratterizzazione e bancaggio del sangue placentare

L. Salvaneschi
PVCB Bank, Fondazione IRCCS Policlinico San Matteo, Pavia

Le banche del sangue del cordone ombelicale

La raccolta del sangue del cordone ombelicale si esegue quando:

e un paziente pediatrico affetto da patologie per le quali vi € I'indicazione per
il trapianto di progenitori emopoietici (ad esempio: LLA in seconda remissio-
ne, linfomi, neuroblastomi, insufficienze midollare o immunodeficienze) ha la
possibilita di disporre del sangue cordonale di un fratello (donazione dedicata
o riservata);

e viene organizzata la sistematica raccolta e conservazione di unita di sangue
del cordone ombelicale allogeniche (unrelated cioé per non consanguinei) da
parte di una struttura, autorizzata dalla Regione di appartenenza, che assume
le funzioni di Banca.

Fino dai primi trapianti effettuati fu evidente che:

¢ il sangue cordonale poteva essere criopreservato, caratterizzato e conserva-
to in strutture apposite, le Banche di cordone,

e che la creazione di tali banche avrebbe permesso di rendere disponibile, a
richiesta, unita di cellule staminali a tipizzazione HLA nota, indipendentemente
dai limiti geografici in cui le Banche stesse si trovano ad operare.

Il primo passo per la realizzazione di Banche di sangue del cordone ombeli-
cale & stata la formulazione di criteri scientifici oggettivi con cui esse devono
operare. La prima Banca fu organizzata al New York Blood Center nel 1992;
I’ltalia si € distinta per I’organizzazione della prima Banca al Policlinico di Mi-
lano e per aver individuato I’esigenza di creare anche un centro di riferimento,
GRACE (Gruppo per la Raccolta ed Amplificazione di Cellule Emopoietiche),
per coordinare I'attivita di altre Banche che volessero avviare questa attivita
nel Paese. Dal febbraio 2007, il coordinamento delle Banche ltaliane e del
processo di ricerca di unita di sangue cordonale da parte di Centri sia italiani
che esteri & stato assunto da IBMDR (Registro Italiano dei Donatori di Midollo
Osseo), in analogia al processo di unificazione e semplificazione delle strutture
deputate al reperimento di donatori di cellule staminali iniziato da altre nazioni
sia europee che extraeuropee.

A livello internazionale € operativa un’organizzazione, denominata NETCORD,
che svolge il compito di coordinare la formulazione e la diffusione di criteri
operativi razionali, la definizione e I'aggiornamento di standard comuni e I'ac-
creditamento per tutte le Banche di sangue placentare.




La raccolta, caratterizzazione e bancaggio

Queste procedure si eseguono rispettando quanto previsto dalle Linee guida
per I'accreditamento delle Banche SCO (Accordo Stato-Regioni del 20 aprile
2011) e dagli Standard nazionali ed internazionali.

Al momento del parto, immediatamente dopo il clampaggio e la resezione del
cordone ombelicale, con placenta in situ, € eseguito il prelievo di sangue del
cordone ombelicale (CB) dal personale addetto, adeguatamente istruito per
tale pratica, identificato nelle figure professionali dell’ostetrica presente in sala
parto, del ginecologo o del medico del Servizio Trasfusionale. Il prelievo pud
essere eseguito anche in occasione di parto cesareo.

Fino al momento del trasporto, le unita di sangue cordonale vengono conser-
vate nelle sedi di raccolta, in luogo e condizioni idonee al mantenimento della
loro integrita, secondo quanto specificato nelle relative istruzioni.

Il trasporto del sangue placentare dalla sala parto al centro di congelamento
viene eseguito in condizioni idonee e nel piu breve tempo possibile e, comun-
que, entro le 48 ore dal prelievo.

L'unita di sangue placentare viene presa in consegna dal personale della Banca
ed accettata secondo precise e codificate norme operative interne.

Gestione delle unita di sangue cordonale che pervengono alla Banca

La gestione comprende:

e controllo al ricevimento di CB provenienti dai reparti di Ostetricia fornitori
della Banca;

e controllo della corretta manipolazione dei CB: prima, durante e dopo il con-
gelamento;

e controllo della conservazione e del corretto immagazzinamento del CB;

e controllo dell’assegnazione corretta sulla base delle richieste (compatibilita
con il ricevente).

Le unita di CB gestite all’interno della Banca necessitano di condizioni di mani-
polazione, immagazzinamento e conservazione controllate al fine di garantire la
qualita dei prodotti finali erogati. Pertanto I'efficacia della gestione di tali attivita
¢ affidata al puntuale, sistematico, controllo delle sue fasi critiche.

Il Medico della Banca organizza le ulteriori fasi di manipolazione e conserva-
zione delle unita, sulla base delle loro caratteristiche qualitative e quantitative.
Infatti, le unita di CB, secondo le modalita riportate nelle procedure tecniche
adottate dalla Banca, possono:

e essere avviate immediatamente alla lavorazione e successivo congelamento;
® essere scartate.

Prima del congelamento, I'unita prelevata viene esaminata, dapprima mediante
semplice ispezione (atta a valutare la corretta etichettatura piuttosto che I’even-
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tuale presenza di coaguli) e successivamente secondo i seguenti parametri:
valutazione dell’anamnesi materna, volume, cellularita totale (minimo accettato
1.500 x 106), vitalita. Se I'unita & considerata idonea, viene avviata al congela-
mento, in occasione del quale vengono eseguiti i prelievi per il gruppo sangui-
gno, le prove batteriologiche, la tipizzazione HLA, la determinazione delle cel-
lule progenitrici CD 34+ e la conta delle NRBC (eritroblasti), le colture cellulari.
Inoltre un campione di sangue materno viene sottoposto a tipizzazione HLA per
la conferma dell’aplotipo e alle indagini per lo screening infettivologico.

Le unita idonee per il congelamento sono sottoposte a riduzione di volume. |l
campione ridotto di volume, viene opportunamente caratterizzato per verifica-
re che rispetti i requisiti necessari allo stoccaggio (cellularita totale: maggiore o
uguale a 1.200 x 106)

La criopreservazione dell’'unita di sangue placentare viene effettuata entro 48
ore dal prelievo, seguendo una procedura che prevede I'impiego di DMSO
come criopreservante e la discesa programmata della temperatura. Lo stoc-
caggio avviene in azoto liquido a temperatura inferiore a —150°C in appositi
contenitori riservati alla Banca di sangue placentare, in locale dedicato, dotato
dei sistemi di sicurezza necessari.

Per documentare la qualita del prodotto effettivamente destinato al trapianto, si
procede alla caratterizzazione dell’'unita di CB (valutazione del potenziale clo-
nogenico, conteggio delle cellule CD34+ e determinazione della vitalita, emo-
gruppo), unitamente ad un nuovo controllo della cellularita totale, su un cam-
pione ottenuto dopo la riduzione del volume e prima della criopreservazione.
La validazione dell’'unita di CB si traduce nella possibilita che la stessa venga
inserita nella Banca e sia resa disponibile per I'impiego clinico. Fino alla valida-
zione le unita di CB sono conservate in quarantena.

Le unita di sangue placentare sono etichettate con codice a barre, riportante
il numero di prelievo mediante il quale I'unita viene caricata nel sistema infor-
matico e identificata in tutte le successive manipolazioni. Tale etichetta viene
posta anche sui campioni biologici di accompagnamento, indispensabili per
I’esecuzione degli esami di validazione dell’unita.

Le unita criopreservate sono dislocate in contenitori criogenici e la posizione
all’interno del contenitore stesso viene riportata su un’apposita scheda sia car-
tacea che informatica, che permette la rintracciabilita delle unita stoccate.
Comunicazione dei dati delle unita di SP a IBMDR

Periodicamente viene aggiornato il software gestionale SCO di ITCBN (ltalian Cord
Blood Network), gestito da IBMDR (ltalian Bone Marrow Donor Registry), con
I'inserimento e la conferma della finalita allogenico-solidaristica delle unita di CB
validate, che mediante IBMDR viene reso disponibile nel circuito internazionale.
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Il trapianto del sangue placentare

Marco Zecca
Oncoematologia Pediatrica, Fondazione IRCCS Policlinico S. Matteo, Pavia

Il primo trapianto allogenico di cordone ombelicale (cord blood transplanta-
tion, CBT) & stato eseguito con successo nel 1988 in un bambino affetto da
anemia di Fanconi, trapiantato utilizzando le cellule staminali emopoietiche del
sangue cordonale della sorella sana HLA- identica (1). Da allora il CBT & stato
utilizzato in molti pazienti pediatrici ed adulti affetti da patologie ematologiche
maligne e non maligne, immunodeficienze congenite e tumori solidi, e si stima
che almeno il 20% dei trapianti allogenici eseguiti in pazienti con eta inferiore a
20 anni siano CBT (2). Negli ultimi anni si &, inoltre, assistito ad un significativo
incremento dei CBT da unita bancate.

Tra i vantaggi di questa procedura nei confronti del trapianto di cellule stami-
nali emopoietiche da precursori midollari o periferici (TCSE-BM), si segnalano
una ridotta incidenza e gravita di malattia del trapianto contro I'ospite (graft-
versus host disease, GVHD) acuta e cronica, dovuta alle particolari caratteristi-
che immunologiche dei linfociti del sangue placentare, una pronta disponibilita
e facilita di prelievo del CB, e la possibilita di impiegare donatori con disparita
HLA verso il ricevente (2).

Diversi studi hanno confrontato i risultati di CBT e TCSE-BM. | risultati ottenuti
nelle coorti di pazienti con malattie ematologiche non maligne evidenziano
che, in condizioni ottimali, il CBT offre una probabilita di successo parago-
nabile a quella ottenuta tramite il trapianto di midollo osseo (3). Per quanto
riguarda le patologie ematologiche maligne, nonostante il minor numero di cel-
lule staminali infuse, e la minor incidenza di GVHD, che abitualmente correla
direttamente con I’attivita antitumorale, sia il rischio di recidiva di malattia che
il tasso di sopravvivenza complessiva sono paragonabili nei pazienti pediatrici
riceventi un CBT o un TCSE-BM da donatore non consanguineo. Tuttavia, i
riceventi di CBT hanno una piu alta incidenza di complicanze infettive precoci,
soprattutto se trapiantati con unita a bassa cellularita. In tutti gli studi pub-
blicati, emerge come il parametro piu importante nell’influenzare I’esito del
trapianto ¢ la dose di cellule per chilogrammo di peso del ricevente, espressa
in termini di numero totale di cellule nucleate o di cellule CD34+. In particolare,
una dose non inferiore a 2,5-3 x 107 cellule nucleate/kg di peso del ricevente
correla con un miglior attecchimento del trapianto, con la minor frequenza
di eventi avversi correlati al trapianto e con la probabilita di sopravvivenza
(4,5). Sebbene la possibilita di utilizzare unita di sangue cordonale con alcune
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disparita HLA rispetto al ricevente sia tra i vantaggi del CBT, I'influenza della
disparita HLA nella coppia donatore/ricevente sui risultati del CBT da donatore
non consanguineo non € ancora pienamente stabilita, anche a causa dell’ete-
rogeneita delle casistiche valutate e della frequente assenza di tipizzazione
molecolare degli antigeni HLA nelle unita bancate. La cellularita e il grado di
mismatch HLA possono reciprocamente influenzare i risultati del CBT. E stato,
infatti, osservato come una piu alta dose cellulare possa in parte ovviare al
ruolo negativo del mismatch HLA (6). Sebbene non sia ancora chiarito quale
tipo di disparita HLA abbia I'impatto maggiore sull’'outcome del CBT, il match
per HLA-DRB1 sembra cruciale in caso di trapianto da unita con 2 incompa-
tibilita.

Nonostante il relativo ritardo con cui si ottiene I'attecchimento del trapianto,
studi condotti dal nostro gruppo hanno dimostrato che la ricostituzione del
sistema immunitario dopo CBT & simile a quella osservata dopo TCSE-BM (7).
Inoltre, abbiamo potuto osservare che durante le prime fasi del post-trapianto,
linfociti del ricevente sopravvissuti al condizionamento possono contribuire
alla risposta immune specifica fino alla piena ripresa dell’immunita del dona-
tore.

Avendo evidenziato il ruolo importante della cellularita dell’'unita cordonale sui
risultati clinici del CBT, gli sforzi della ricerca sono stati rivolti alla possibilita di
aumentare il numero dei precursori emopoietici nelle unita di sangue placen-
tare e di favorirne I’homing a livello midollare, al fine di consentire I'impiego
di questa fonte di cellule staminali anche a pazienti adulti o in generale per
pazienti di peso superiore a 40-50 kg. Questo obiettivo & stato perseguito
mediante i) espansione ex-vivo di cellule cordonali; ii) infusione di due unita di
sangue cordonale nello stesso ricevente (8); somministrazione del CBT me-
diante infusione intra-ossea (9).

Infine, per ridurre il rischio di infezioni virali, &€ stata recentemente descritta la
possibilita di ottenere cellule T virus-specifiche da cellule cordonali.
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Applicazioni non ematologiche del sangue placentare

Tiziana Montemurro

Cell Factory “Franco Calori”, Centro di Medicina Trasfusionale, Terapia Cellu-
lare e Criobiologia, Dipartimento di Medicina Rigenerativa, Fondazione IRCCS
Ca’ Granda Ospedale Maggiore Policlinico, Milano

Il sangue di cordone ombelicale, per anni considerato materiale di scarto, ha
suscitato i piu vivi interessi dei ricercatori come sorgente di cellule staminali
ematopoietiche da impiegare a scopi trapiantologici in campo ematologico,
ma la recente scoperta delle cellule mesenchimali presenti in questa fonte ha
permesso di considerarla una valida opportunita terapeutica anche per appli-
cazioni non ematologiche.

Le cellule staminali mesenchimali (MSC) sono state isolate da colture di san-
gue midollare per la prima volta nel 1976 da Friedenstein e collaboratori (1). Di-
versi autori hanno poi dimostrato come queste cellule, simili morfologicamen-
te ai fibroblasti e capaci di aderire su plastica, siano caratterizzate da un alto
potenziale proliferativo e capaci di differenziare in vitro in diversi tipi cellulari di
origine mesodermica (2, 3). Oltre che dal sangue midollare, le MSC possono
essere isolate anche da altri fonti, tra cui il sangue di cordone ombelicale (CB)
(4), ma anche dal muscolo scheletrico (5), dal tessuto adiposo (6), dal liquido
sinoviale (7), dalla polpa dentaria (8), dal liquido amniotico (9) cosi come da
diversi organi fetali quali il sangue, il fegato e i polmoni (10).

Le cellule staminali presenti nel sangue di cordone ombelicale svolgono fisio-
logicamente il loro ruolo come componenti della nicchia staminale dove agi-
scono mediante fenomeni di interazione che necessitano di contatto cellula-
cellula mediati da numerose molecole di adesione.

Sebbene fenotipicamente simili, le MSC isolate da CB ed espanse tramite
coltura, hanno mostrato eterogeneita nel potenziale di differenziamento. Di-
versi lavori, infatti, hanno dimostrato, sia dal punto di vista morfologico che
dal punto di vista molecolare, la peculiarita di queste cellule di essere molto
primitive esprimendo geni di carattere embrionale come: Oct-4, Nanog, Sox-2,
Runx-1 e proponendosi come cellule con una elevata capacita proliferativa e
differenziativa (11).

Saggi ELISA svolti sul surnatante prodotto dalle CB MSC in coltura, hanno
anche consentito di rilevare la capacita di queste cellule a funzionare come
drugstores (12), serbatoi di molecole utili al supporto ematopoietico (13) piut-
tosto che alla formazione di vasi, secernendo molecole come HB-EGF, HGF,
FGF e una grande quantita di VEGF (14).
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La produzione di MSC viene attualmente effettuata sfruttando la proprieta dei
loro precursori di aderire alla plastica e di espandersi in opportuni sistemi di
coltura.

Presso la Cell Factory ‘Franco Calori’ della Fondazione IRCCS Ca’ Granda
Ospedale Maggiore Policlinico di Milano, officina farmaceutica autorizzata
dall’AlFA nel 2007 e provvista di laboratori classificati, regolati da normative
GMP, vengono al momento preparati diversi prodotti cellulari, alcuni dei quali
sono e saranno utilizzati per diverse applicazioni cliniche di terapia cellulare
sia in campo ematologico, ma anche in nefrologia, neurologia, cardiologia,
otorinolaringoiatria, epatologia e nel trattamento dei neonati prematuri.
Lutilizzo di questo tipo di cellule staminali per promuovere la rigenerazione
tissutale rappresenta una nuova opzione terapeutica per numerose patologie:
a tal proposito il CB viene utilizzato con crescente interesse, essendo facile
da ottenere senza rischi per la madre o per il neonato e non essendo soggetto
a controversie etiche. | vantaggi delle CB MSC sono rappresentati dalla loro
bassa reattivita immunologica, dalla loro condizione vantaggiosa di sorgente
neonatale e quindi meno colpita dai fenomeni di invecchiamento cellulare e
dalle maggiori potenzialita di promuovere la rigenerazione tissutale in alcuni
modelli animali, quando comparate alle cellule staminali del midollo osseo.
Le cellule staminali cordonali presentano una ridotta incidenza di reazione da
trapianto e di contaminazione con virus ematici (15). Queste cellule hanno la
capacita di agire su due livelli: riducono I'apoptosi dei tessuti danneggiati,
favorendo la rigenerazione tissutale e regolano il sistema immunitario (16-17).
Attualmente la Cell Factory € impegnata in diversi studi che porteranno all’uti-
lizzo delle CB MSC in una grave patologia renale, la glomerulo sclerosi foca-
le progressiva, e nel trattamento di una particolare patologia respiratoria, la
broncodisplasia (BPD) polmonare cronica del neonato pretermine, una delle
piu frequenti complicanze dei neonati prematuri. In diversi studi sono stati
dimostrati gli effetti riparativi, rigenerativi e immunomodulanti delle MSC sia
sul danno renale acuto che su quello cronico. Questo grazie all’effetto immu-
nomodulante della terapia cellulare e alla sua efficacia nel controllo della ma-
lattia, che induce la remissione della malattia di base in casi in cui i trattamenti
farmacologici tradizionali falliscono.

E stato inoltre dimostrato (18-19) che la rigenerazione tissutale & conseguente
alla migrazione delle MSC nei tessuti danneggiati: si ritiene di poter sfruttare
le proprieta delle CB MSC di promuovere tale rigenerazione grazie all’effetto
pro-angiogenico e anti-apoptotico e di agire sulla cellula podocitaria (cellule
altamente specializzate che si trovano all’interno della capsula di Bowman del
nefrone) e sulla barriera di filtrazione glomerulare attraverso la secrezione di
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sostanze e/o microvescicole che agiscano direttamente sul podocita. Questo
porterebbe, oltre ad un controllo della malattia anche ad una riduzione della
terapia immunosoppressiva con effetti positivi sulla riduzione degli effetti col-
laterali a medio e lungo termine.

Le CB MSC inoltre, sembrano essere anche estremamente indicate nel tratta-
mento della BPD, che riconosce una componente inflammatoria fondamentale
nella sua eziopatogenesi.

E stato dimostrato che I'uso di MSC somministrate per via endovenosa in un
modello animale di danno da iperventilazione induce un incremento nell’ossi-
genazione sistemica, con significativa riduzione del gradiente alveolo-arterio-
lare di ossigeno (20).

Si ipotizza percio che il trattamento con CBMSC potra essere una strategia
sicura ed efficace a breve e lungo termine per il trattamento e la prevenzione
del danno polmonare cronico della prematurita, che attualmente manca di te-
rapia efficace.

In conclusione, sono oggi disponibili cellule mesenchimali di grado farmaceu-
tico prodotte in condizioni GMP anche dal sangue di cordone ombelicale, nuo-
va e promettente sorgente di cellule staminali, che potranno essere utilizzate in
protocolli sperimentali per il trattamento di gravi patologie, nel contesto della
neonata medicina rigenerativa.
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Quale futuro per le cellule staminali?

Paolo Rebulla

Milano Cord Blood Bank, Centro di Medicina Trasfusionale, Terapia Cellulare
e Criobiologia, Dipartimento di Medicina Rigenerativa, Fondazione Ca’ Granda
Ospedale Maggiore Policlinico, Milano

Le cellule staminali sono attualmente oggetto di importanti ricerche finalizzate
alla comprensione dei processi fisiopatologici che caratterizzano lo sviluppo
delle malattie e alla preparazione di prodotti cellulari da impiegare a scopo di
trapianto o di medicina rigenerativa.

Le cellule staminali ‘embrionali’, che hanno la massima capacita differenziati-
va verso tutti i tessuti dell’organismo (totipotenza), sono presenti nella massa
interna della blastocisti, mentre cellule staminali ‘adulte’ di diverso tipo, con
potenzialita differenziativa piu ristretta (multipotenza), sono state identificate
e caratterizzate nel midollo osseo e nel sangue del cordone ombelicale - che
sono impiegati con successo da molti anni a scopo di trapianto emopoietico -
e in altri organi fra cui il cuore, il fegato, il cervello e la cute.

La totipotenza delle cellule staminali embrionali, che ne rende difficile il con-
trollo differenziativo in vivo, e la difficolta di prelevarle da una blastocisti senza
danneggiare I’embrione rendono assai problematico I'utilizzo terapeutico di
queste cellule, che in molti Paesi € proibito per ragioni etiche. Di converso, le
cellule staminali adulte non presentano particolari problematiche etiche per
un loro utilizzo terapeutico, che puo essere adeguatamente programmato nel
contesto delle attuali normative che regolamentano la donazione e il trapianto
di cellule e tessuti. Tuttavia, la loro frequenza relativamente bassa e la loro
ridotta capacita differenziativa rende piu complesso lo sviluppo di efficaci pro-
tocolli terapeutici innovativi, ad esempio in cardiologia, neurologia, epatologia,
rispetto alle classiche applicazioni del trapianto emopoietico utilizzato da oltre
30 anni nel trattamento di leucemie, linfomi, immunodeficienze, talassemie,
difetti metabolici.

Un significativo passo avanti nella ricerca sulle cellule staminali & stato fatto
nel 2006 da un gruppo di ricercatori giapponesi guidati da Shinya Yamanaka,
che ha messo a punto una procedura per indurre la pluripotenza in cellule
adulte terminalmente differenziate, come i fibroblasti, riattivando 4 geni cri-
tici della fase embrionale (induced Pluripotent Stem cells, iPS). Nonostante
il giustificato entusiasmo suscitato in molti ricercatori da questa innovativa
procedura, numerosi problemi (stabilita genomica, memoria epigenetica e po-
tenziale neoplastico delle cellule indotte) devono essere ancora risolti prima
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che le cellule iPS possano essere impiegate in terapia. Il loro prevalente uso
attuale consiste nello studio di modelli di patologia.

Un altro importante sviluppo € derivato dallo studio delle cellule staminali me-
senchimali (mesenchymal stem cells - MSC), di cui e assai ricco il midollo
osseo e il tessuto adiposo e che possono essere ottenute anche dal sangue
del cordone ombelicale. Queste cellule presentano importanti caratteristiche
che le rendono particolarmente adatte ai protocolli di medicina rigenerativa:
capacita di indurre tolleranza immunologica nel ricevente (riducendo quindi le
classiche problematiche di compatibilita legate al sistema HLA), significativo
trofismo verso aree di danno tissutale e capacita di secernere numerosi fattori
di rigenerazione tissutale nelle aree danneggiate.

L'utilizzo clinico delle cellule staminali sottoposte a complesse procedure di
purificazione, coltura e caratterizzazione & regolamentato in Europa dalla ‘Re-
gulation 1394’, che assimila i prodotti cellulari ai farmaci e che impone I’utilizzo
delle ‘Good Manufacturing Practices — GMP’ (le norme che regolano la produ-
zione farmaceutica) per la preparazione dei prodotti per terapia cellulare. Le
GMP richiedono procedure, ambienti e personale dedicati, necessari a garan-
tire la tracciabilita dei prodotti, la loro sicurezza e la registrazione degli eventi
avversi. Ogni protocollo di terapia cellulare sperimentale deve essere autoriz-
zato dall’lstituto Superiore di Sanita e ogni struttura (denominata usualmente
‘cell factory’) deve essere accreditata dall’AlFA.

Presso la Cell Factory ‘Franco Calori’ del Policlinico di Milano, accreditata
dall’AlFA nel 2007, sono stati finora preparati, caratterizzati e/o distribuiti pro-
dotti per terapia cellulare relativi a protocolli clinici in ematologia, neurologia,
cardiologia, otorinolaringoiatria, epatologia, nefrologia. Alcune preliminari va-
lutazioni economiche indicano che il costo di validazione (tre prove finalizzate
alla documentazione della qualita del prodotto) di una procedura sperimentale
ammonta a circa 55.000 euro, mentre il costo di produzione ammonta a circa
11.000 euro per prodotto. Gli elevati costi di validazione e produzione sugge-
riscono I'opportunita di centralizzare la preparazione dei prodotti per terapia
cellulare in un numero limitato di siti accreditati dotati di sufficienti risorse e di
promuovere collaborazioni cliniche multicentriche per selezionare un adegua-
to numero di pazienti necessari a valutare I'efficacia dei protocolli sperimentali.
Lo sviluppo della ricerca sulle cellule staminali ha contribuito a promuovere
programmi commerciali di conservazione di tali cellule nell’ipotesi di un loro
possibile utilizzo futuro a scopo di autotrapianto. | principali programmi in
quest’area riguardano la conservazione autologa del sangue del cordone om-
belicale, che ha ottenuto nel mondo notevole interesse da parte delle donne
in gravidanza e dei loro familiari, nonostante il prevalente parere negativo degli
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esperti. Sulla validita ed eticita di questi programmi commerciali & infatti tut-
tora aperto un forte dibattito. L’opinione prevalente degli esperti del settore &
di non raccomandare tale tipo di conservazione nelle famiglie in cui non vi sia
un paziente affetto (o un rischio di procreare un figlio affetto) da una patologia
trattabile con il trapianto di sangue del cordone ombelicale. Numerose societa
scientifiche di pediatria, medicina trasfusionale, trapianto, ostetricia e gine-
cologia hanno pubblicato specifici ‘position papers’ e ‘opinions’ sul tema. In
[talia, dove sono attive 18 banche pubbliche di sangue del cordone ombelicale
donato a scopo solidaristico per il trapianto nelle gravi malattie ematologiche
indicate in precedenza, € proibita I'attivita di bancaggio privato, mentre la con-
servazione ‘dedicata’ del sangue del cordone ombelicale per le famiglie con
un paziente affetto o a rischio & effettuata gratuitamente dalle banche pubbli-
che. Le coppie che desiderano, nonostante il parere degli esperti, conservare
in programmi commerciali il sangue del cordone ombelicale a scopo di futuro
utilizzo autologo, possono farlo presso banche estere, previa autorizzazione
all’esportazione.
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