
    
      [image: cover]
    

  

    
      [image: ]


        
    

  

    
      [image: ]


        
    

  

    
      [image: ]


        
    

  

    
      [image: ]


        
    

  

    
      [image: ]


        
    

  

    
      [image: ]


        
    

  

    
      [image: ]


        
    

  

    
      [image: ]


        
    

  

    
      [image: ]


        
    

  

    
      [image: ]


        
    

  

    
      [image: ]


        
    

  

    
      [image: ]


        
    

  

    
      [image: ]


        
    

  

    
      [image: ]


        
    

  

    
      [image: ]


        
    

  

    
      [image: ]


        
    

  

    
      [image: ]


        
    

  

    
      [image: ]


        
    

  

    
      [image: ]


        
    

  

    
      [image: ]


        
    

  

    
      [image: ]


        
    

  

    
      [image: ]


        
    

  

    
      [image: ]


        
    

  

    
      [image: ]


        
    

  

    
      [image: ]


        
    

  

    
      [image: ]


        
    

  

    
      [image: ]


        
    

  

    
      [image: ]


        
    

  

    
      [image: ]


        
    

  

    
      [image: ]


        
    

  

    
      [image: ]


        
    

  

    
      [image: ]


        
    

  

    
      [image: ]


        
    

  

    
      [image: ]


        
    

  

    
      [image: ]


        
    

  

    
      [image: ]


        
    

  

    
      [image: ]


        
    

OEBPS/images/ebook_page_image_239916_34.jpg
Capitolo 2 - Cellule staminali pluripotenti e riprogrammazione 13

riportati esempi di riprogrammazione da
altre sorgenti non invasive, quali le cellule
epiteliali tubulari renali isolate dall’'urina e
i keratinociti derivati dal cuoio capelluto.
Llefficienza di riprogrammazione con i vet-
tori retrovirali originali ¢ piuttosto bassa,
tra 0.02% e 0.08%, ma ¢ stata migliorata
con altri metodi, arrivando a 0.6-4.4% con
gli RNA messaggeri. D’altra parte, una
sola colonia di iPSC puo essere espansa
rapidamente e dare origine a miliardi di
cellule nell’arco di solo un mese. La durata
del processo di riprogrammazione dipende
dal metodo utilizzato, ma mediamente
occorrono circa due settimane per vedere
le prime colonie di iPSC e un paio di mesi
per espanderle e caratterizzarle. La carat-
terizzazione delle iPSCs umane prevede lo
stesso tipo di analisi effettuate con le ESC:
in particolare le colonie devono avere una
tipica morfologia tonda, con margini ben
definiti e senza cellule differenziate (figu-
ra 2.3).

Limmunofluorescenza deve mostrare
che le cellule esprimono i caratteristici
fattori di trascrizione Nanog, Oct4, Sox2
e le molecole di superficie TRA-1 60,
TRA-1-81, SSEA4. 1l potenziale di dif-
ferenziamento viene valutato staccando le
cellule staminali aderenti per formare EB
in sospensione, i quali differenziano spon-
taneamente in cellule appartenenti a tutti
e tre i foglietti embrionali nell’arco di tre-
quattro settimane in coltura, senza i fattori
che sostentano la pluripotenza. Inoltre,
iPSC iniettate sotto cute in un topo immu-
nocompresso devono sviluppare teratomi
nell'arco di 2 o 3 mesi. Infine ¢ importante
valutare che le cellule abbiano un cario-
tipo normale. Un esempio di caratterizza-
zione di una line iPSC umana ¢ fornito in
figura 2.4.

2.3 Applicazioni delle
cellule staminali pluripotenti

Le cellule staminali pluripotenti (PSC),
che comprendono ora sia ESC che iPSC,
sono state fondamentali negli ultimi cin-
que anni per sviluppare modelli in vitro
di malattie per le quali non ci sono cure
disponibili e delle quali non si conosce
Torigine. 1l grossissimo vantaggio delle
PSC consiste nel poter generare, in un
numero virtualmente infinito, le cellule
affette dalla malattia, che fino a pochi anni
fa potevano essere studiate solo in modelli
animali o mediante isolamento da biop-
sie. Il campo delle neuroscienze ¢ stato
sicuramente protagonista di questo nuovo
modello di studio, dal momento che molte
malattie del sistema nervoso sono sporadi-
che, non ne esistono buoni modelli animali
ed ¢ difficile ottenere le cellule affette dai
pazienti, se non con procedure altamente
invasive. Inoltre, I'incidenza di malattie
neurodegenerative, quali ' Alzheimer o il
Parkinson, sta aumentano drasticamente
nella societd occidentale, in parallelo con
Paumento dell’aspettativa di vita, ma le
terapie disponibili al momento sono solo
sintomatiche. iPSC sono state generate da
pazienti affetti da sclerosi laterale amiotro-
fica (SLA), Alzheimer, Parkinson, corea di
Huntington, sclerosi multipla, adrenoleu-
codistrofie, schizofrenia, sindrome dell’X
fragile, solo per citare alcuni esempi, ma la
lista & in continua crescita. Gli studi con
le cellule differenziate da iPSC di pazienti
hanno dimostrato che & possibile ricapito-
lare in vitro le caratteristiche fondamentali
della malattia e hanno aiutato ad elucidare
i meccanismi di patogenesi per malattie
la cui eziologia & ancora sconosciuta. Per
esempio, nel caso della SLA, una malattia
degenerativa a rapida progressione e tut-
tora incurabile, gli studi con iPSC hanno
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Figura 2.3. Figura rappresentativa delle caratteristiche morfologiche delle iPSC coltivate in vitro. A: esempio di colo-
nia di iPSC coltivate su feeder layer di fibroblasti embrionali murini (MEF); B: colonie di iPSC adattate alla crescita su
plastica rivestita di Matrigel (condizione feeder-free) (dal Laboratorio della New York Stem Cell Foundation).

Figura 2.4. Caratterizazione molecolare e funzionale di una linea umana di iPSC. (A-C) Espressione di marcatori di
pluripotenza caratteristici: fattori di trascrizione Octd, Sox2 e Nanog: molecole di superficie: SSEA4, TRA-1-81 e TRA-1
60. (D-F) Differenziamento spontaneo in vitro: immunofiuorescenza per marcatori di tessuti di derivazione ectoder-
rmica (neuroni, TUJ-1 ecfoderm-neuron-specific class Il p-fubulin), di derivazione mesodermica (tessuto muscolare,
ASMA - alpha smooth muscle actin) di derivazione endodermica (progenitori epatici AFP: alpha-fetoprotein). (G-l)
Formazione di teratomi dopo iniezione diiPSC in topi immunocompromessi: analisi istologica (ematossiina-eosina) per
evidenziate tessuti di derivazione ectodermica (epifelio pigmentato - G), mesodermica (tessuto muscolare - H) ed
endodermica (tessuto pseudo-ghiandolare - ) (dal Laboratorio della New York Stem Cell Foundation).
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alla cellula somatica di partenza. Questa
tecnica, definita trasferimento nucleare,
o SCNT, ¢ stata inizialmente sviluppata
con cellule di anfibi da Sir John Gurdon
(che per i suoi pioneristici studi ha diviso il
premio Nobel con Yamanaka) nel 1962 ed
¢ poi stata applicata a molti altri animali.
B grazie al’ SCNT che si sono sviluppati
gli animali clonati, primo fra tutti la pecora
Dolly, nata dalle ricerche di Sir Ian Wil-
mut nel 1996. Tuttavia, nonostante i suc-
cessi ottenuti con molti animali, inclusi i
primati, la tecnica di SCNT applicata alle
cellule umane @& stata per decenni falli-
mentare. Nel 2013, il gruppo di Shoukhrat
Mitalipov negli Stati Uniti, & riuscito per
la prima volta a riprogrammare fibroblasti
umani e a derivare colonie di cellule sta-
minali pluripotenti che sono state definite
NT-ESCs (nuclear transfer-ESCs). Simili
risultati sono stati ottenuti poco tempo
dopo dal gruppo di Dieter Egli. Occorre
evidenziare che I'SCNT ¢ una tecnica
adottata solamente da pochi laboratori
a livello mondiale, in quanto comporta
diverse problematiche di carattere etico:
prima di tutto, nonostante la clonazione
umana sia attualmente bandita, la possibi-
lita di generare linee NT-ESC & vista come
un rischio per lo sviluppo di applicazioni
scorrette, che vanno ben oltre la cura delle
malattie. In secondo luogo, 'SCNT neces-
sita di ovociti, che attualmente vengono
donati alla ricerca da donne fertili o gra-
tuitamente o sotto compenso monetario, a
seconda della legislazione vigente nei vari
Stati. Per questo motivo, lo sviluppo delle
iPSCs sembra essere favorito rispetto alle
NT-ESC. Se le NT-ESC abbiano altri
vantaggi rispetto alle iPSC da un punto di
vista qualitativo ¢ ancora da verificare, ma
sicuramente il confronto dei due metodi
di riprogrammazione sard molto utile per

progredire la conoscenza dei meccanismi
molecolari alla base del differenziamento
cellulare. Una possibile applicazione del
trasferimento nucleare, attualmente in
corso di studio, riguarda la prevenzione
delle malattie mitocondriali. Se una madre
¢ portatrice di una malattia mitocondriale,
¢ possibile prelevare il nucleo, contenente
tutto il genoma materno e trasferirlo in
un ovocita enucleato donato da una donna
sana. Ci sono ancora molti aspetti tecnici
che devono essere valutati per garantire la
sicurezza della procedura e molti dibattici
sul piano etico che dovranno stabilire se
questa tecnologia, che comporterebbe la
generazione di bambini con tre genitori
biologici, debba essere provata. Recen-
temente il parlamento del Regno Unito
si ¢ espresso a favore delle applicazioni
terapeutiche del trasferimento nucleare e
I'agenzia regolatoria americana (Food and
Drug Administration) sta considerando il
caso.

2.5 |l differenziamento direfto
da cellula somatica adulta

La straordinaria possibilita di ripro-
grammare una cellula somatica adulta a
cellula staminale ha spinto i ricercatori a
chiedersi se fosse anche possibile trasfor-
mare direttamente una cellula somatica
adulta in un’altra cellula somatica, appar-
tenente ad un tessuto diverso. Basandosi
sui pioneristici studi di conversione di
fibroblasti a cellule muscolari o di linfociti
B a macrofagi, il gruppo di Marius Wer-
nig nel 2010 ha dimostrato che fibrobla-
sti murini possono essere riprogrammati
a cellule derivate da un diverso foglietto
embrionale, quali i neuroni (definiti come
iN, ovvero neuroni indotti). In seguito al
questo lavoro, fibroblasti murini e/o umani
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identificato un ruolo chiave per gli astrociti
nel processo di degenerazione che colpisce
i motoneuroni. Inoltre, motoneuroni deri-
vati da iPSC sono stati utilizzati con suc-
cesso in uno screening di farmaci, che ha
identificato il kenpaullone come una nuova
molecola neuroprotettiva, ora testata in
una sperimentazione clinica. Non solo per
la SLA, ma anche per molte altre malattie,
T'utilizzo di cellule differenziate da iPSCs
si sta rivelando una valida strategia per la
scoperta di nuovi farmaci e per gli studi
preclinici, che andranno via via a sosti-
tuire, almeno in parte, gli studi sugli ani-
mali. Le cellule derivate da iPSCs saranno
un’utile risorsa per valutare la tossicologia
dei farmaci; in particolare i differenzia-
menti a cardiomiociti ed epatociti servi-
ranno a produrre cellule con cui prevedere
gli effetti collaterali e il metabolismo dei
nuovi farmaci prima che raggiungano la
sperimentazione clinica.

Un’altra importante applicazione delle
iPSC, ¢ la terapia cellulare, ciog il trapianto
nel paziente di cellule funzionali per rim-
piazzare quelle danneggiate dalla patolo-
gia. Molteplici studi sulla sicurezza e sui
possibili effetti collaterali devono essere
condotti prima che le varie agenzie regola-
tive mondiali approvino il trapianto di cel-
lule derivate da PSC, ma questo settore &
avanzato ad una velocita talmente sorpren-
dente che a soli 7 anni dalla generazione
delle prime iPSC umane, vi sono almeno
una decina di sperimentazioni annunciate
entro breve e qualcuna che & gia iniziata.
Terapie cellulari sono state sviluppate per
curare la degenerazione della macula, il
Parkinson, I'epidermolisi bullosa distrofica,
la sclerosi multipla, le malattie della cor-
nea, I'infarto del miocardio e altre ancora.
La sperimentazione clinica utilizzando i
progenitori epiteliali della retina (retinal

pigmented epithelium, RPE) ottenuti da
ESC ¢ in corso negli Stati Uniti e i risultati
ad interim sono incoraggianti, mentre un
simile studio con RPE derivate da iPSC
¢ iniziato nel 2014 in Giappone, sotto la
supervisione della Dottoressa  Masayo
Takahashi. Sempre nel 2014, una compa-
gnia americana di medicina rigenerativa,
la ViaCyte, ha annunciato che il primo
paziente affetto da diabete di tipo 1 ¢ stato
trattato con isole pancreatiche derivate da
ESC nell’ambito di una sperimentazione
clinica di fase 1/2. Infine, il potenziale delle
PSC sara sicuramente amplificato dall’ap-
plicazione delle tecniche di genome editing,
che sono state notevolmente perfezionate
negli ultimi tempi: diverse metodologie, tra
cui le zinc finger nucleasi, TALEN, CRI-
SPR/CASY, sono oggi a disposizione dei
ricercatori per modificare in maniera pre-
cisa ed efficiente qualsiasi sequenza genica,
aprendo la possibilita alla correzione di
malattie genetiche e allo sviluppo della
medicina personalizzata.

2.4l frasferimento nucleare
(Somatic Cell Nuclear Transfer- SCNT)

Lidea di riprogrammare cellule soma-
tiche ad uno stato indifferenziato simile
a quello delle ESCs ¢ in realta di molto
antecedente alla scoperta di Yamanaka.
Per circa una cinquantina d’anni, i ricer-
catori hanno cercato di riprogrammare il
genoma di una cellula somatica inseren-
dolo in un ovocita, grazie alla peculiare
capacitd di quest’ultimo di poter svilup-
pare un embrione. Brevemente, se I'ovocita
maturo in metafase II viene enucleato e il
suo nucleo viene sostituito con quello di
una cellula somatica adulta, fattori citopla-
smatici dell’ovocita riescono a far svilup-
pare un embrione geneticamente identico
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Lespressione di Nanog, fattore di tra-
scrizione appartenente alla famiglia delle
proteine Homeobox, sembra invece limi-
tata alle cellule della massa interna e alle
cellule germinali primordiali.

Altri marcatori delle ESC espressi in-
vece sulla superficie cellulare sono SSEA-3
e 4, TRA-1-60 e TRA-1-81.

Oltre ai geni citati vi sono anche enzimi
usati come marker delle ESC umane, quali
la fosfatasialcalina e la telomerasi. Le ESCs
si mantengono indefinitamente in coltura
mostrando un’elevata attivitd telomerasica
e conservando un cariotipo diploide sta-
bile se si eccettuano alcuni casi osservati
di trisomie del cromosoma 12 e del cro-
mosoma 17, correlate probabilmente con
lespansione in coltura. Inoltre, I'analisi
dell’'espressione genica e le analisi epige-
netiche hanno mostrato che vi sono molte
differenze tra le linee cellulari ottenute
nei vari laboratori e questo probabilmente
riflette i differenti metodi di coltura uti-
lizzati: la ricerca ¢ quindi oggi focalizzata
nella standardizzazione delle metodiche di
isolamento, espansione e mantenimento, e
nell'ottimizzazione del sistema di coltura
in funzione di una possibile futura terapia
cellulare sull’'uomo.

Per quanto riguarda gli studi sul poten-
ziale differenziativo,le ESC possono gene-
rare in vitro, in opportune condizioni di
coltura, i corpi embrioidi (embryoid bodies -
EB), masse disorganizzate di cellule mature
di derivazione ectodermica, endodermica
e mesodermica e dare origine, se iniettate
in topi immunodepressi, a teratomi. Que-
sta capacitd, definita come totipotenza, le
rende estremamente interessanti come
possibile strumento terapeutico diretto
verso ogni tipo di patologia, ma contem-
poraneamente ne evidenzia la pericolosita,
per il potenziale tumorigenico o per even-
tuali differenziamenti incontrollati.

Infine, un altro aspetto importante da
considerare nell'ottica delle applicazioni
cliniche ¢ il potenziale altamente immu-
nogenico delle ESC.

Per cui viene considerata una cellula
staminale embrionale una cellula pluripo-
tente, capace di autorinnovarsi, con elevata
capacita proliferante in vitro mantenendo
un normale cariotipo euploide nel tempo,
in grado di dare origine a derivati dei tre
foglietti embrionali e dotata di alti livelli di
Oct4 e attivita della telomerasi.

Per tutte queste considerazioni, le ESC
rimangono attualmente un validissimo
strumento per lo studio della biologia dello
sviluppo, dei processi di replicazione e di
differenziamento, ma sono ancora lontane
dal potersi considerare una realta nella
medicina.

Ottimizzazione
delle condizioni di coltura

Come precedentemente descritto, le
ESC sono state inizialmente isolate ed
espanse in un feeder layer di fibroblasti
embrionali murini e con un terreno di col-
tura contenente siero fetale bovino. Tutta-
via, nell’ottica di possibili applicazioni tera-
peutiche, & emerso un notevole interesse a
sviluppare condizioni di coltura in cui non
vi sia alcuna componente animale. 11 feeder
cellulare, & stato inizialmente sostituito da
gel, secreti da linee tumorali, che mimano
I'ambiente extra-cellulare (Matrigel”, Gel-
trex”, per citarne alcuni) e infine da matrici
sintetiche la cui formulazione ¢ chimica-
mente definita e la cui produzione non
coinvolge alcun processo di purificazione
da sostanze animali o umane. Allo stesso
modo, sono stati prodotti nuovi terreni di
coltura per mantenere le ESC in uno stato
indifferenziato, senza l'utilizzo del siero
animale. Il pitt semplice tra questi terreni
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Le conseguenze di una tale scoperta
per la medicina rigenerativa sono state
immediatamente evidenti alla comunitd
scientifica. Per la prima volta si presenta la
possibilita di ottenere una minima biopsia
cutanea da pazienti affetti da qualsiasi tipo
di malattia per riprogrammare i fibroblasti
2 iPSC. Successivamente, & possibile diffe-
renziare le iPSC nel tipo cellulare deside-
rato, seguendo i protocolli che nell'ultimo
decennio sono stati sviluppati per lo stu-
dio delle ESC. Le iPSC presentano molti
vantaggi rispetto alle ESC: non ci sono i
problemi etici legati all'uso di embrioni, si
possono studiare cellule di pazienti di cui
si conosce sia la storia clinica sia il corredo
genetico e si possono trapiantare cellule
autologhe, senza problemi di rigetto. L'im-
portanza di questa scoperta ¢ stata sancita
dal conferimento del premio Nobel per la
Medicina a Shinya Yamanaka nel 2012,
solamente pochi anni dopo le sue pubbli-
cazioni. A poco a poco, tutti i laboratori
che lavoravano con ESC hanno comin-
ciato ad utilizzare anche iPSC. Studi di
comparazione tra i due tipi cellulari hanno
dato inizialmente risultati contrastanti, ma
si & arrivati negli ultimi anni a un consenso,
secondo cui le iPSC sono equivalenti alle
ESC e le differenze nel potenziale di diffe-
renziamento sono da attribuirsi a proprieta
intrinseche di ogni singola linea, piutto-
sto che all'essere derivate da embrioni o
da cellule somatiche adulte. E stato visto
come ogni linea cellulare staminale abbia
in realtd una sua specifica propensita a for-
mare cellule differenziate appartenenti ad
un foglietto embrionale piuttosto che ad un
altro (ectoderma piuttosto che endoderma,
o mesoderma, per esempio). Le iPSC sono
molto simili alle ESC anche nell’espres-
sione di microRNA, nella metilazione
del DNA o nelle modificazioni covalenti

degli istoni. Tuttavia, & stato osservato
che il processo di riprogrammazione puo
indurre una serie di cambiamenti genetici
ed epigenetici e che le cellule riprogram-
mate mantengono alcune caratteristiche
epigenetiche tipiche delle cellule somati-
che mature di partenza. Questo fenomeno,
descritto come memoria epigenetica, &
ancora ampiamente incompreso e studi pilt
approfonditi saranno necessari per valutare
gli effetti sulle proprieta delle iPSC, e sul
loro potenziale uso in clinica. La tecnica
di riprogrammazione ¢ stata notevolmente
ottimizzata nel corso degli anni: si & visto
che cMyc pud essere omesso e sisono iden-
tificati altri fattori, quali Lin28, Nanog,
acido valproico, butirrato e altri inibitori
dell’acetilasi e della metiltransferasi degli
istoni per aumentare l'efficienza del pro-
cesso. Poiché originariamente il protocollo
di Yamanaka utilizzava vettori retrovirali,
integranti nel DNA, si ¢ cercato di svilup-
pare una metodologia piu sicura per espri-
mere i 4 fattori senza modificazione del
genoma, con lo scopo di facilitare le appli-
cazioni cliniche. Si ¢ quindi riusciti a ripro-
grammare cellule somatiche adulte utiliz-
zando il Sendai virus (un virus ad RNA
non integrante), l'adenovirus, i vettori
episomali, nRNA codificanti per i fattori
di Yamanaka, proteine ¢ miRNA. Molta
attenzione @ stata rivolta anche al tipo cel-
lulare di partenza. Sebbene una biopsia
cutanea di 3-4 mm sia facilmente otteni-
bile da donatori, il processo ¢ pur sempre
invasivo e pertanto fonti cellulari alterna-
tive e pit facilmente accessibili sono state
considerate. Ad oggi, i fibroblasti del derma
rimangono la fonte pit comunemente
studiata, ma ¢’¢ un altissimo interesse ad
ottimizzare la riprogrammazione di varie
cellule del sangue (monociti, linfociti, cel-
lule staminali ematopoeitiche) e sono state
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chimicamente definiti ¢ stato sviluppato
nel laboratorio di James Thomson, il quale
ha individuato gli otto componenti minimi
che supportano la crescita di cellule stami-
nali allo stato indifferenziato.

2.2 Cellule staminali
pluripotenti indotte (IPSC)

La ricerca sulle cellule staminali ¢ stata
protagonista di un’enorme  rivoluzione
quando, nel 2006, Kazutoshi Takahashi
e Shinya Yamanaka hanno pubblicato di
essere riusciti a riprogrammare cellule
somatiche (embrionali e adulte) murine in
cellule staminali del tutto simili alle ESC.
1 due scienziati hanno scoperto che, inse-
rendo nel genoma di fibroblasti embrionali

24 geni, selezionati per il loro ruolo nel
mantenimento dello stato indifferenziato
delle ESC, i fibroblasti si trasformano in
colonie del tutto analoghe alle colonie di
ESC. Eliminando successivamente un
gene alla volta, Takahashi e Yamanaka
hanno quindi identificato i quattro fattori
necessari e sufficienti per generare quelle
che sono state definite cellula staminali
pluripotenti indotte (induced pluripotent
stem cells, iPSCs). Tali fattori, oggi cono-
sciuti come “i fattori di Yamanaka” sono:
Oct3/4, Sox2, KIf4 e cMyc. L'anno succes-
sivo, il gruppo di Yamanaka ha dimostrato
che anche le cellule somatiche umane pos-
sono essere riprogrammate in maniera del
tutto analoga, mediante trasduzione dei
quattro fattori di trascrizione (figura 2.2).

4
Y 4

Cellule adutte
(foroblasti della pelle)

Fattori di iprogrammazione:

Octd {é} {é‘& cMyc
soz o T Kt

A

Donatore/paziente
uomo/topo
Auto-
Tidplanto i rinnovamento
Cellule iPS
Differenziamento
Modello di malattia per la ricerca Correzione
e lo screening farmacologico genica

Figura 2.2. Derivazione e applicazione delle cellule staminali pluiipotentiindotte (iPSC).
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criterio per definire la staminalita riguarda
la capacita delle cellule staminali di ripo-
polare il tessuto di origine se trapiantate in
un sito ricevente danneggiato, il che ¢ stato
ampiamente dimostrato per le cellule sta-
minali emopoietiche e pilt di recente per i
progenitori di cellule epatiche e per le cel-
lule staminali nervose. Un ultimo criterio,
meno condiviso e meno consolidato, & che
le cellule staminali devono contribuire con
una progenie differenziata in vivo anche in
assenza di danni tessutali.
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nali mesenchimali umane autologhe
e il lavoro ¢ pubblicato da “Clini-
cians from Regenerative Sciences”.
Ottobre - Sabine Conrad e colleghi
a Tiibingen (Germany) generano
cellule staminali pluripotenti da
spermatogoni di testicolo umano
adulto coltivando le cellule in vitro
con aggiunta di LIF (Leukemia
Inhibitory Factor).

Marzo - Andras e collaboratori met-
tono a punto un metodo per inserire
geni specifici in cellule adulte ripro-
grammandole a cellule staminali
senza I'utilizzo di vettori virali.
Maggio - Kim e colleghi dichiarano
che la produzione di “induced plu-
ripotent stem cells” paziente-speci-
fiche sara la definitiva soluzione in
medicina rigenerativa.
Ottobre - Ishikawa
“Journal of Experimental Medicine’
che i tessuti creati con le cellule sta-
minali di un soggetto potrebbero
essere rigettate perché i genomi mi-
tocondriali tendono ad accumulare
mitosi. Nello stesso mese Vergano
riporta il primo trial utilizzando cel-
lule staminali embrionali nell’'uomo.

scrive  sul
»

Un team israeliano produce cellule
staminali da animali in via di estin-
zione.

Agosto - sulla rivista “Seminars in
Cell & Developmental Biology” vie-
ne descritta la generazione di cellule
beta pancreatiche a partire iPSC.
Ottobre - Yamanaka & insignito
del Premio Nobel per la Medi-
cina, assieme a John Gurdon, per
il lavoro sulle iPSC, cellule somati-
che indotte alla riprogrammazione
nucleare.

2013. Agosto - Hannah Warren, nata
senza trachea funzionale, riceve un
trapianto di trachea ingegneriz-
zata a partire da cellule staminali di
midollo osseo.

2015. Pubblicati diversi studi sulla crea-
zione in vitro di modelli “organoidi”
a partire da cellule staminali pluri-
potenti umane. In particolare sono
stati ottenuti in laboratorio i primi
modelli tridimensionali di “orga-
noidi” polmonari, epatici e gastro-
intestinali.

1.2 Definizione di cellula staminale

Per definire una cellula come staminale
sono utilizzati quattro criteri. Per prima
cosa la cellula deve poter andare incontro
a molteplici e sequenziali divisioni cellu-
lari di auto-mantenimento, un prerequisito
per sostenere una popolazione cellulare.
In seguito le cellule figlie derivate da una
singola cellula staminale devono poter dif-
ferenziare in almeno un diverso tipo cellu-
lare rispetto a quello della staminale. Gia
da lungo tempo si studiano le cellule sta-
minali emopoietiche da cui si originano tutti
i progenitori emopoietici, pitt di recente
sono state scoperte ce/lule staminali nervose
da cui differenziano neuroni, astrociti ed
oligodendrociti, ce//ule miosatelliti che rige-
nerano il muscolo scheletrico, condroblasti
del pericondrio che possono ricostituire la
cartilagine, cellule ovali del fegato, cellule sta-
minali preduttali del pancreas, cellule stami-
nali basali del tessuto epiteliale, cellule sta-
minali della cornea. Ad oggi si susseguono
numerosi studi sulla popolazione delle cel-
lule staminali mesenchimali, scoperte nello
stroma del midollo osseo, che sembrano
poter differenziare in fibroblasti, osteobla-
sti, condroblasti, adipociti ed altro. Il terzo
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divennero pertanto la sorgente primaria di
masse cellulari interne della blastocisti da
cui cercare di ottenere le linee cellulari a
scopo di ricerca.

Linee di staminali embrionali umane
sono state ottenute da cellule della massa
cellulare interna isolate chirurgicamente,
dissociate e cresciute su uno strato di fibro-
blasti murini, che fungono da “feeder”. 11
termine feeder fu adottato per definire un
tipo cellulare capace di fornire nutrienti
o fattori trofici necessari per il manteni-
mento di cellule in stato indifferenziato
(Figura 2.1).

Le ESC coltivate in vitro in opportune
condizioni di terreno riattivano, in una
piccola percentuale, i geni chiave coinvolti

nei meccanismi di proliferazione e di auto-
mantenimento perpetuando se stesse inde-
finitamente, in quella che viene definita
una linea cellulare.

In particolare ¢ stata identificata una
famiglia di geni, nota come “Oct4-like”
implicata in tale meccanismo di auto-
mantenimento: Oct-4 & un fattore di tra-
scrizione dei “POU genes”, espresso dallo
zigote, durante la segmentazione, “down-
regolato” a livello della blastocisti fino ad
essere “spento” nei tessuti adulti e con-
siderato, quindi, il principale marcatore
delle ESC. FoxD3 ¢ un altro fattore di
trascrizione che presenta lo stesso pattern
di espressione di OCT#4; altri geni sono
Cripto, GDF-3,S0x2, Rex1, CD9.

A Fecondazione B Fecondazione C Trasfeimento nucleare
Cellua
Spermalozoo o g Spermalozoo o itg somatica  cle0 o
a
NG @ <=
J‘ J{ ¢ Ovocita
enucleato
@ Zgote @ @, Attivazione
v v v
°.° Divisione cellulare o'o
o3 >
‘ Blastocisti ‘
Impianto delembrione ij Cellule della massa cellulare inferna
@ Cottura in vitrodi ESCs
feto ‘L Differenziamento in cellule e tessuti specifici
- ® @ Altri tipi di cellule
Mioblasti -~ Macrofagi  Neuroni  Adipociti

Figura 2.1. Le cellule staminali pluripotenti. A: sviluppo normale dello zigote; B: isolamento e coltura in vifro delle ESCs;
C: frasferimento nucleare somatico.





OEBPS/images/ebook_page_image_239916_28.jpg
Cellule staminali pluripotent
e riprogrammazione

2.1 Cellule staminali embrionali

Le cellule staminali embrionali (Em-
bryonic Stem Cells - ESC), prelevate dalla
massa cellulare interna della blastocisti,
rispondono a tutti i criteri di staminalita
precedentemente descritti nel capitolo 1.
Infatti possono non solo essere espanse
indefinitamente mantenendo uno stato
indifferenziato, ma sono anche in grado di
dare origine a tutti i tipi cellulari adulti se
iniettate nella blastocisti. La generazione
di animali chimerici vitali in cui le ESC
“wild-type” iniettate compensano difetti
letali presenti nella blastocisti ricevente e
la creazione di topi vitali a partire da bla-
stocisti tetraploidi dimostrano che le cel-
lule ESC differenziano funzionalmente in
cellule di tutti i tessuti.

Linteresse scientifico sul possibile uso
delle ESC fu preceduto da anni di ricer-
che su cellule isolate da tumori testicolari
germinali, chiamate cellule di carcinoma
embrionale (Embryonal Carcinoma - EC)
derivate dal topo, che hanno portato la
prima prova di pluripotenzialita, in seguito
a trapianti singenici in topi e trapianti in
blastocisti. Le cellule iniettate in topo
davano origine agli stessi tipi cellulari for-
mati dal tumore stesso, invece le cellule

Valentina Fossati

iniettate nella blastocisti non formavano
tumori ma contribuivano al normale svi-
luppo embrionale. Successivamente ven-
nero compiuti studi analoghi su cellule
derivanti da carcinomi umani, e le EC
assunsero un posto di rilievo nei primi
studi sullo sviluppo umano, in quanto sem-
plici da mantenere in cultura e in quanto
cellule con caratteristica di pluripotenzia-
lita. Elemento limitante era la presenza
di anomalie cromosomiche nel corredo
genomico che rendeva impossibile un loro
uso in ulteriori applicazioni. Cio ha reso
indispensabile la ricerca di altre soluzioni,
quali I'isolamento diretto di cellule stami-
nali embrionali umane, utilizzabili come
modello piu corretto di studio.

Le prime linee di cellule staminali
embrionali sono state isolate dalle blastoci-
sti murine da due gruppi indipendenti agli
inizi degli anni ottanta, il gruppo di Martin
Evans ed il gruppo di Gail Martin.

La creazione delle prime linee di cellule
embrionali staminali umane ¢ stata invece
riportata due decenni dopo dal gruppo
di ricerca di James Thomson nel 1998.
Lo sviluppo delle ESCs fu strettamente
correlato alla nascita delle cliniche per la
fecondazione assistita, nelle quali venivano
conservati embrioni in soprannumero, che
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sono stati direttamente differenziati a car-
diomiociti, cellule del sangue, epatociti,
oligodendrociti, eccetera. Il differenzia-
mento diretto viene ottenuto mediante
espressione forzata di specifici fattori di
trascrizione, quali per esempio Brn2, Ascll
and Mytll (definiti BAM) utilizzati nella
generazione dei iN. I neuroni derivati da
differenziamento diretto sono morfologi-
camente identici ai neuroni primari, espri-
mono i tipici marcatori neuronali (come la
RIII-tubulina, Map2, NeuN, Tau, vGluT1,
Tbrl), sviluppano potenziali d’azione e
formano sinapsi. Cosi come nella ripro-
grammazione delle iPSC, lespressione
forzata dei fattori di crescita ¢ stata otte-
nuta inizialmente tramite vettori virali, ma
¢’e un'intensissima ricerca nello sviluppo
di metodologie alternative che possano
rendere queste cellule sicure in un futuro,
nell’eventualitd di un loro utilizzo clinico.
Lefficienza del differenziamento diretto
varia notevolmente a seconda del tipo cel-
lulari di partenza: in particolare, le cellule
umane hanno un’efficienza minore rispetto
alle cellule murine, e l'efficienza diminu-
isce nel passare da cellule embrionali a
cellule neonatali a cellule adulte. Inoltre,
le cellule del sangue sembrano essere pilt
refrattarie rispetto ai fibroblasti del derma.
In pochissimi anni gli studi sul differen-
ziamento diretto si sono moltiplicati. Altri
protocolli sono stati sviluppati per ottenere
specifici sottotipi neuronali, quali i neuroni
dopaminergici, che degenerano nel Parkin-
son. Nonostante i rapidi progressi, questo
campo di studio & ancora alle origini e per-
tanto rimangono grossi limiti nella genera-
zione di tipi cellulari maturi che riflettano
in tutto e per tutto le cellule primarie. Se
questi problemi possano essere superati in
futuro con I'avanzamento delle tecniche di
coltura e l'ottimizzazione dei protocolli di

differenziamento, & ancora da dimostrare:
non bisogna dimenticare, infatti, che il
complesso microambiente tridimensionale
del sistema nervoso potrebbe fornire dei
segnali fondamentali per la maturazione e
il funzionamento dei diversi tipi neuronali,
segnali che non possono essere riprodotti
fedelmente in vitro. Questa considerazione
va estesa anche ad altri tipi cellulari, sia
generati tramite differenziamento diretto,
che differenziati da PSC. Pertanto, la
chiave delle future ricerche nell’ambito del
differenziamento consiste nell’identificare
quanto simili debbano essere le cellule pro-
dotte in vitro alle cellule inserite nel loro
contesto fisiologico in vivo, affiche possano
essere utili per comprendere i meccanismi
patologici delle malattie, per poter testare
nuovi farmaci e per essere trapiantate nei
pazienti.

2.6l caso delle cellule STAP

La pubblicazione delle iPSC di Yama-
naka ha suscitato grandissimo fervore nel
campo delle cellule staminali e ha innescato
una corsa alla ricerca di metodi ancora piut
semplici e sensazionali per riprogram-
mare una cellula adulta. Il 2014 ¢ stato
protagonista di una vicenda, conclusasi
purtroppo tragicamente, che ha suscitato
grandi discussioni nel settore e che verra
ricordata come il caso delle cellule STAP.
Haruko Obokata, nell’ambito di una colla-
borazione tra un gruppo americano e uno
giapponese pubblico sulla prestigiosa rivi-
sta Nature due articoli che dimostravano
come lesposizione ad agenti stressanti,
quali il pH acido, poteva rapidamente
riprogrammare delle cellule adulte a cellule
staminali. Questa tecnica sembrava essere
molto piu efficiente, veloce ed economica
rispetto all’'uso dei fattori di Yamanaka. Le
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La medicina ¢ una scienza in continua evoluzione e la medicina rigenerativa ne rap-
presenta una delle pilt recenti declinazioni, in grado di offrire approcci terapeutici innova-
tivi per diverse patologie, in particolare per quelle che non hanno trattamenti efficaci. Le
nostre conoscenze richiedono continui aggiornamenti e questopera affronta i principali
argomenti che si occupano di cellule staminali e terapia cellulare, partendo dalla ricerca di
base e approdando ai pili recenti utilizzi clinici.

Questo secondo volume ¢ una revisione completa dei capitoli svolti nella prima edi-
zione e contiene, in quelli scritti ex novo, un ampliamento delle diverse tipologie di cel-
lule staminali e loro applicazioni in ambito terapeutico. I collaboratori di questo secondo
libro comprendono un gruppo notevole di autori che coprono sapientemente gli argomenti
legati agli studi sperimentali e clinici inerenti le proprieta biologiche, sia fisiologiche che
patologiche, delle cellule staminali.

Il testo & rivolto in particolare agli studenti dei corsi universitari di Biotecnologie, Medi-
cina e Scienze Biologiche ma potra rappresentare anche una guida per quei ricercatori che
sono coinvolti sperimentalmente nella comprensione dei meccanismi che controllano il
destino delle cellule staminali. Ogni capitolo ¢ fornito di una bibliografia, citata come “let-
ture consigliate”, che privilegia articoli di rassegna oltre a lavori originali pubblicati su rivi-
ste internazionali, offrendo percio un approfondimento relativo alle tematiche affrontate.

Gli Editor
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11 recente ed esplosivo sviluppo delle conoscenze nel campo della terapia cellulare,
dell'ingegneria dei tessuti e della medicina rigenerativa ci ha indotto a coagulare le diverse
competenze acquisite in vari ambiti di ricerca per contribuire alla stesura di un testo sulle
caratteristiche delle cellule staminali e il loro potenziale applicativo nella medicina rigene-
rativa.

In questo volume, data la vastita dellargomento, abbiamo focalizzato I'attenzione su
alcune delle diverse tipologie e sorgenti di cellule staminali e le loro applicazioni.

1I testo @ rivolto in particolare agli studenti dei corsi magistrali di Biotecnologie e
Scienze Biomediche; dovra essere una guida per lo studente che seguira un corso di “cellule
staminali” svolto da ricercatori coinvolti sperimentalmente nella comprensione dei mecca-
nismi che regolano il rinnovamenti dei tessuti.

Ogni capitolo ¢ corredato da letture consigliate solitamente review e lavori scientifici
pubblicati su riviste internazionali per avere una visione pitt ampia e completa delle dina-
miche e delle prospettive che si vanno delineando in questo ambito.

Gli Autori
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Figura 1.1. Le cellule staminali

1.1 Cenni Storici

1908. Llistologo russo Alexander Maksi-

mov (1874-1928) propone il ter-
mine “cellule staminali” nell’ambito
del congresso della societa di ema-
tologia a Berlino, durante il quale
viene anche postulata l'esistenza di
cellule staminali emopoietiche.

1960s. Joseph Altman e Gopal Das presen-

tano evidenze scientifiche di neuro-
genesi nell’adulto, con una continua
attivitd delle cellule staminali nel
cervello; i loro risultati perd sono
in contrasto con il dogma di Cajal
“no new neurons” e vengono trascu-
rati.
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La fertilizzazione ¢ il processo durante
il quale il gamete maschile, lo spermato-
200, si unisce a quello femminile, l'ovocita,
determinando la formazione di una singola
cellula chiamata zigote. Al momento della
fertilizzazione ¢ quindi presente I'informa-
zione genetica, codificata dal DNA, che
determinera le caratteristiche fisiche di una
persona, cosi come la sua intelligenza e per-
sonalit, insieme all'influenza dell’ambiente
esterno. La cellula cosi formata, totipotente
per eccellenza e cosi specializzata allo stesso
modo, da quindi inizio a ciascun essere
umano come individuo unico e irripetibile.

Lo zigote ¢ la prima cellula, la cellula
staminale totipotente capostipite di tutte
le cellule dell'organismo. Attuandosi il
processo di ontogenesi, dallo zigote si ori-
ginano per divisioni successive le cellule
staminali embrionali della massa cellulare
interna della blastocisti, che a loro volta, in
seguito al processo di gastrulazione, gene-
reranno i tre foglietti germinativi (neuro-
ectoderma, mesoderma ed endoderma) e
da questi le cellule progressivamente pit
differenziate, tra cui le cellule staminali
tessuto-specifiche o somatiche, preposte
alla formazione del tessuto in cui risiedono.

Il numero delle cellule staminali soma-
tiche declina progressivamente con lo svi-

luppo dell'organismo fino a valori minimi
e stabili in eta adulta. A questo stadio, tali
cellule assumono la funzione di mante-
nere, sia nel fisiologico ricambio tessutale,
sia in alcune situazioni patologiche, I'in-
tegrita strutturale e funzionale dei tes-
suti mediante la sostituzione delle cellule
mature danneggiate. Lorganismo adulto
deriva quindi da un'ordinata catena di pro-
cessi altamente regolati che coinvolgono la
proliferazione, la migrazione, il differen-
ziamento e la maturazione di differenti
tipi cellulari. In questo contesto il tipo cel-
lulare pit ancestrale di questa catena &
costituito dalle cellule staminali che uni-
scono all’elevata capacita di automante-
nimento I'ampio potenziale di generare
diverse progenie cellulari specializzate
(Figura 1.1).

E caduta quindi da qualche tempo la
storica distinzione istologica dei tessuti in
labili, stabili e perenni, in quanto si pensa
che esistano popolazioni cellulari staminali
a monte di tutti gli istotipi adulti: queste
cellule staminali somatiche tessuto-specifi-
che o adulte, sono caratterizzate da diversi
gradi di staminalitd, e possono dupli-
carsi mantenendo lo stato indifferenziato
oppure dando origine a cellule figlie piu
differenziate.
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“Induction of Pluripotent Stem
Cells from Mouse Embryonic and
Adult Fibroblast Cultures by Defi-
ned Factors”.

Ottobre - Scienziati della Newca-
stle University (England) creano
le prime cellule epatiche artificiali
usando cellule staminali da sangue
cordonale.

Gennaio - Scienziati della Wake
Forest University guidati dal Dr.
Anthony Atala e la Harvard Uni-
versity riportano la scoperta di un
nuovo tipo di cellule staminali nel
fluido amniotico. Questo potrebbe
fornire un’alternativa all'uso delle
cellule staminali embrionali per
ricerca e per terapia.

Giugno - Tre differenti gruppi di
ricerca mostrano che cellule della
cute possono essere riprogrammate
allo stadio di cellule embrionali nei
topi. Nello stesso mese Shoukhrat
Mitalipov dimostra la prima crea-
zione di una linea di cellule stami-
nali di primate attraverso la tecnica
del trasferimento nucleare somatico.

Ottobre - Mario Capecchi, Martin
Evans e Oliver Smithies vincono
il Premio Nobel per la Medicina
grazie ai loro studi sulle cellule sta-
minali embrionali di topo che pre-
vedevano l'utilizzo di strategie di
“gene targeting” in grado di creare
topi geneticamente ingegnerizzati
(noti come topi knockout) per la
ricerca genetica.

Novembre - Cellule staminali pluri-
potenti indotte umane: due articoli
simili vengono diffusi dai rispettivi
giornali prima della pubblicazione
ufficiale: sulla rivista “Cell” “Induc-

2008.

2008.

2008.

tion of Pluripotent Stem Cells from
Adult Human Fibroblasts by Defi-
ned Factors” di Kazutoshi Taka-
hashi e Shinya Yamanaka, e sulla
rivista “Science” “Induced Pluripo-
tent Stem Cell Lines Derived from
Human Somatic Cells” di Junying
Yu et al,, del gruppo di ricerca di
James Thomson. Entrambi trattano
di generazione di cellule staminali
pluripotenti generate da fibroblasti
umani adulti. Ora & possibile pro-
durre una cellula staminale da quasi
tutte le altre cellule umane anche
se il rischio di tumorigenesi dovuto
a c-myc e al trasferimento di geni
retrovirali deve essere studiato e
determinato.

Gennaio - Robert Lanza e colle-
ghi all’ Advanced Cell Technology
e UCSF ottengono le prime cellule
staminali embrionali umane senza
distruggere I'embrione.

Febbraio - sulla rivista “Science”, il
gruppo di ricerca di Shinya Yama-
naka descrive la generazione di cel-
lule staminali pluripotenti da fegato
e stomaco di topo adulto: queste
iPSC sembrano pitt simili alle cel-
lule staminali embrionali rispetto
alle iPSC sviluppate in precedenza
e non sono tumorigeniche. Inol-
tre i geni necessari per produrre
iPSC non hanno bisogno di essere
inseriti in siti specifici, spingendo
quindi verso lo sviluppo di tecniche
di riprogrammazione senza I'uso di
vettori virali.

Marzo - Pubblicato il primo studio
di rigenerazione della cartilagine
realizzato con successo. La carti-
lagine di ginocchio umano ¢ stata
rigenerata utilizzando cellule stami-
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1996.

John Gurdon realizza la prima clo-
nazione di un vertebrato attraverso
il trasferimento di un nucleo, pro-
veniente da una cellula differenzia-
ta, in un ovocita, precedentemente
enucleato, derivato da una specie
anfibia.

McCulloch e Till mostrano la pre-
senza, nel midollo osseo di topo, di
cellule in grado di auto rinnovarsi.
11 trapianto di midollo osseo tra due
fratelli risolve con successo la sin-
drome SCID.

Alexander Friedenstein descrive una
popolazione derivata dal midollo
osseo diversa da quella emopoietica,
con caratteristiche multipotenti.
James Rheinwald e Howard Green
descrivono i protocolli per le colture
in vitro di cellule epiteliali umane
per la creazione di lembi di epider-
mide in laboratorio.

Gennaio - Individuate cellule sta-
minali emopoietiche nel sangue
cordonale umano.

Luglio - Nasce in Inghilterra Lou-
ise Brown, la prima bambina conce-
pita in provetta.

Martin Evans, Matthew Kaufman
e Gail R. Martin isolano cellule
staminali embrionali di topo dalla
massa cellulare interna della blasto-
cisti. Lorigine del termine “Cellule

staminali embrionali” & attribuito a
Gail Martin.

Cellule staminali neurali vengono
coltivate in vitro come neurosfere.
Tan Wilmut effettua con successo la
prima clonazione di un mammifero
attraverso al tecnica del trasferi-
mento nucleare somatico: nasce la
pecora Dolly.

1997.

1998.

2000.

2001.

2003.

Viene dimostrata lorigine della
leucemia da cellule staminali emo-
poietiche: la prima evidenza diretta
dell’esistenza di “cancer stem cells”.
James Thomson e collaboratori
(University of Wisconsin-Madi-
son) derivano la prima linea di cel-
lule staminali embrionali umane.
Numerose pubblicazioni riguardo
la plasticita delle cellule staminali
adulte.

Scienziati dell’ “Advanced Cell
Technology” clonano i primi em-
brioni umani (allo stadio da quattro
a sei cellule) allo scopo di generare
cellule staminali embrionali.

11 Dr. Songtao Shi dello National
Institutes of Health (NIH) scopre
una nuova sorgente di cellule sta-
minali adulte nei denti da latte dei
bambini.

2004-2005. 11 ricercatore coreano Hwang

2005.

2006.

Woo-Suk afferma di
ato varie linee di cellule staminali
embrionali umane da ovociti umani
non fecondati. Piut tardi si scoprira
che le linee erano un falso.

aver cre-

Ricercatori della Kingston Univer-
sity (England) affermano di aver
scoperto una terza categoria di
cellule staminali, chiamate cellule
staminali simil-embrionali derivate
dal sangue del cordone ombelicale
(Cord Blood Embryonic cells). I
gruppo di ricercatori sostiene che
queste cellule sono in grado di
differenziare in pit tipi di tessuto
rispetto alle cellule staminali adulte.
Agosto - Cellule staminali pluri-
potenti indotte (iPSC): la rivista
“Cell” pubblica il lavoro di Kazuto-
shi Takahashi e Shinya Yamanaka,
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Capitolo 4 - Cellula staminale emopoieticae trapianto di midollo osseo
4.1 La cellula staminale emopoietica
4.2 Studio della proliferazione/differenziazione della HSC.
4.3 La nicchia emopoietica ...
4.4 Struttura cellulare e meccanismi molecolari del microambiente .
4.5 Fattori solubili che agiscono all'interno della nicchia

4.6 11 trapianto di midollo osseo
4.6.1.11 trapianto mieloablativo
4.6.2.11 trapianto a dosi ridotte di chemioterapia
(“Reduced Intensity Conditioning” o RIC)
4.6.3.11 trapianto non-mieloablativo (che alcuni chiamano “mini-trapianto”) .
4.6.4.GVHD
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Capitolo 5 - Sistema vascolare e cellule staminali del sistema vascolare
5.1 Origine embriologica del sistema vascolare............ccoruerierieeeiecieiininieciieniecienees
5.2 Controllo trascrizionale della specificazione vascolare
5.3 Struttura del sistema vascolare adult:

5.4 La cellula endoteliale: morfologia .
5.5 La cellula endoteliale: funzioni ..
5.6 Marcatori fenotipici delle cellule endotelial
5.7 Progenitori endoteliali circolanti dell'adulto .....
5.8 Metodi di isolamento dei progenitori endoteliali umani

5.9 La nicchia staminale della parete vascolare
5.10 Progenitori e cellule staminali residenti nella parete vascolare .
5.11 Le cellule muscolari lisce
5.12 Progenitori delle cellule muscolari
5.13 Altri citotipi vascola
5.14 La transizione endotelio-mesenchimale
5.15 Cellule staminali vascolari derivate mediante tecniche di riprogrammazione
5.16 Meccanismi di comunicazione della unita tessutale funzionale
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Capitolo 6 - Cellule staminali e Cardiogenesi
6.1 Cardiogenesi....

6.2 Determmazmne Cardlaca
6.3 Terapia con cellule staminali nella disfunzione cardiaca.
6.4 Cellule di derivazione extra-cardiaca
6.5 Stem Cell Delivery
6.6 Differenziamento cardiomiogenico utilizzando strategie innovative .
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