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Rassegna

Le cellule staminali nel diabete
di tipo 1

RIASSUNTO

Il diabete di tipo 1 (T1D) & una patologia immunomediata, in cui il
sistema immunitario attacca e distrugge le B-cellule. Le attuali tera-
pie per la cura del T1D hanno reso insulino-indipendenti solamen-
te un minimo numero di pazienti. In questa rassegna, rivisiteremo il
ruolo delle cellule staminali nella cura del T1D. E importante sotto-
lineare che un approccio terapeutico ideale per il T1D dovrebbe
preservare dalla distruzione immunomediata le B-cellule rimanenti,
ripristinarne la funzionalita e proteggere da reazioni autoimmunita-
rie le cellule producenti insulina eventuaimente trapiantate. Le cel-
lule staminali, grazie alle loro proprieta immunologiche e rigenerati-
ve, possono sia ripristinare la tolleranza periferica verso le B-cellule
sia generare nuove cellule producenti insulina. Le cellule staminali
mesenchimali del midollo osseo, caratterizzate da un fenotipo ipo-
immunogenico e un’ampia gamma di capacita immunomodulato-
rie, si sono dimostrate capaci di curare il diabete di nuova insor-
genza in topi NOD, e attualmente sono in fase di valutazione in trial
clinici. Le cellule staminali del cordone ombelicale possono sia
generare aggregati cellulari simil-insulari producenti insulina sia
facilitare I'induzione di cellule T-regolatorie in grado di correggere la
condizione di iperglicemia in topi NOD. Pazienti affetti da T1D, trat-
tati con cellule staminali del cordone ombelicale, hanno mostrato
una lieve riduzione nel fabbisogno di insulina e un lieve migliora-
mento nel controllo glicometabolico. Sebbene le cellule staminali
ematopoietiche siano state impiegate senza successo in modelli
murini, esse hanno esibito profonde capacita immunomodulatorie
nell'uomo. Infine, le cellule staminali embrionali lasciano intravede-
re importanti prospettive terapeutiche, in quanto capaci di genera-
re in vitro cellule simil-insulari responsive al glucosio. Scopo di que-
sta rassegna ¢ di riassumere lo stato dell’arte sulle terapie con cel-
lule staminali nel T1D e mitigare nel contempo i facili entusiasmi
generati dai recenti sviluppi di questa disciplina, in quanto perman-
gono diverse problematiche da superare (es. trasformazione onco-
gena e formazione di tessuto ectopico).

SUMMARY
The use of stem cells in type 1 diabetes
Type 1 diabetes (T1D) is an autoimmune disorder in which
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immune system attacks and destroys insulin-producing cells
(B-cells) of the pancreas. Few patients have been rendered
insulin-independent with actual therapies. In this review, we will
discuss about the role of stem cells for the cure of T1D. An ideal
treatment for T1D should preserve the remaining S-cells from an
immuno-mediated destruction, restore their functionality and
protect the newly generated insulin-producing cells from
autoimmune response. Stem cells have immunological and
regenerative properties that can either restore peripheral toler-
ance towards f-cells or generate new insulin producing cells.
Bone marrow mesenchymal stem cells, characterized by having
an hypo-immunogenic phenotype and a wide range of
immunomodulatory capabilities, have shown the ability to cure
new onset diabetes in NOD mice. Cord blood stem cells can
give rise to islet-like clusters cells and can also facilitate the
generation of regulatory T-cells reverting hyperglycemia in NOD
mice. T1D patients, treated with cord blood stem cells, have
shown a stabilization of insulin requirement and an improvement
of glycometabolic control. Although hematopoietic stem cells
have been used without success in mouse models, they exhib-
ited profound immunomodulatory capacities in humans. Finally,
embryonic stem cells show exciting therapeutic perspectives,
thanks to their plasticity. We will review the field and curb easy
enthusiasm by highlighting the problems of the field.

Glossario

Allogenico: si definiscono soggetti o animali immunolo-
gicamente diversi

Cellule effettrici: linfociti responsabili della fase effettrice
della risposta immunitaria

Cellule T regolatorie (Tregs): linfociti T ad azione immu-
noregolatoria

Congenico: si definiscono animali (topi per o pit) simili,
ma che differiscono per una modifica in un singolo locus
genico

HLA: sistema che controlla la risposta immune verso il
non-self

Irradiazione subletale: procedura di ablazione midolla-
re basata sull’esposizione del soggetto a radiazioni tali da
indurre immunosoppressione, ma non morte del topo
Naiveté: immaturita immunologica

PD1/PD1L: pathway che consente la distruzione delle
cellule bersaglio

Singenico: si definiscono soggetti o animali immunologi-
camente simili

Introduzione

Il diabete di tipo 1 (T1D), noto anche come diabete insulino-
dipendente o diabete autoimmune, € una malattia immuno-
mediata, in cui il sistema immunitario attacca e distrugge le
B-cellule’. Se & vero che linsulino-terapia favorisce la
sopravvivenza nei pazienti, e contrasta lo sviluppo delle
complicanze croniche della malattia, € anche vero che essa
non cura, cioé non & in grado di guarire definitivamente il dia-

bete?. Storicamente, gli approcci terapeutici per la cura del
T1D hanno reso insulino-indipendenti un numero minimo di
pazienti®. Un approccio terapeutico efficace dovrebbe pre-
servare dalla distruzione immuno-mediata sia le B-cellule
rimanenti sia le cellule producenti insulina eventualmente
sostituite*s. Le cellule staminali, grazie alle loro proprieta
immunologiche e rigenerative, rappresentano una grande
promessa per la cura del diabete di tipo 167,
Le cellule staminali (SCs) sono cellule indifferenziate capaci
di autorinnovarsi e di dare virtualmente origine a qualsiasi
organo o tessuto®. Le SCs sono state classificate come:
cellule staminali embrionali (ESCs, embryonic stem cells);
cellule staminali del cordone ombelicale (CB-SCs, cord
blood stem cells);
cellule staminali adulte (ASCs, adult stem cells).
Inoltre, ognuna di queste popolazioni cellulari & stata ulterior-
mente suddivisa in sottopopolazioni mediante genotipizza-
zione e valutazione di marker specifici®. Le ESCs, le quali
vengono raccolte dalla massa cellulare interna (ICM, inner
cell mass) della blastocisti umana di circa 5-6 giorni, sono
considerate delle cellule progenitrici clonogeniche in grado di
autorinnovarsi e, differenziandosi in tessuti di origine endo-
dermica, mesodermica ed ectodermica, di generare tutti i tipi
di cellule specializzate'®. La ricerca clinica sulle ESCs ¢ vie-
tata per legge in molti Paesi, ma nuove linee guida sono
state recentemente rilasciate dal National Institutes of Health
(NIH)'". Le CB-SCs vengono raccolte alla nascita dal cordo-
ne ombelicale (UCB, umbilical cord blood) il quale contiene
un’alta percentuale di cellule CD34+ e CD105* 2. Le CB-SCs
comprendono diversi sottotipi di cellule staminali, molti dei
quali sono cellule progenitrici multipotenti autorinnovanti,
capaci di differenziarsi in cellule di tipo condrocitico, adipoci-
tico, osteocitico e midollare, nonché nelle componenti cellu-
lari del sangue'?'4. Quando utilizzate in trapianti di midollo
allogenici, le CB-SCs provocano, grazie alla loro naiveté, una
minore insorgenza della “malattia del trapianto contro
I'ospite” (GvHD, graft versus host disease) se paragonate
alle cellule staminali adulte. Le ASCs sono cellule indifferen-
ziate multipotenti virtualmente presenti in ogni tipo di tessu-
to od organo adulto. Il principale criterio attualmente utilizza-
to per caratterizzare e identificare queste cellule € la loro
capacita di autorinnovamento e di differenziazione all’'interno
dei tessuti od organi in cui risiedono” ™. Le ASCs maggior-
mente utilizzate in studi relativi al T1D sono: le cellule stami-
nali mesenchimali derivate dal midollo osseo (MSCs, mes-
enchymal stem cells), le cellule staminali ematopoietiche
(HSCs, hematopoietic stem cells) e le cellule progenitrici
derivate dal pancreas.
L'utilizzo terapeutico delle cellule staminali per la cura del
T1D comporta alcune problematiche, in merito sia alla rige-
nerazione B-cellulare sia immunologica nel caso in cui
I'obiettivo sia rivolto a un’immunoterapia. Le maggiori dif-
ficolta correlate all’'uso delle staminali per rigenerare le
B-cellule sono:
— generazione di un numero sufficiente di B-cellule respon-
sive al glucosio e capaci di secernere insulina;
— massimizzazione della resa, in termini di insulina prodot-
ta, delle B-cellule;
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— vitalita, in vivo, dell’innesto.

| principali problemi legati alluso delle staminali a scopo

immunomodulatorio sono:

— rischio di insorgenza di tumori;

— rischio legato all’'uso di vettori virali;

— necessita di ottenere un rimodellamento stabile e di
lunga durata del sistema immunitario in assenza di even-
ti avversi.

Cellule staminali embrionali (ESCs)

Le ESCs sono ottenute mediante raccolta dalla blastocisti.
Tipicamente, esprimono fattori di trascrizione coinvolti nell’au-
torinnovamento e nel mantenimento dello stato indifferenziato
quali Oct-4 e Nanog-116 e posseggono un’elevata attivita telo-
merasica'’. Sebbene siano estremamente promettenti, le
ESCs sono al momento lontane dall’essere impiegate in spe-
rimentazioni cliniche per il trattamento del T1D.

Effetto sulla risposta immunitaria

Le ESCs hanno mostrato in vitro la capacita di prevenire
I'attivazione immunitaria in risposta a cellule presentanti
I'antigene e hanno esibito, in vivo, la capacita di promuove-
re la sopravvivenza dell’allotrapianto. In vitro, ESCs murine
riducono la risposta immunitaria, inibiscono la proliferazione
delle cellule T mediante contatto cellula-cellula’®® e, quando
iniettate nel ratto in un modello di allotrapianto cardiaco,
sono in grado di proteggere il trapianto'®. Zavazava et al.,
studiando le HSCs derivanti da ESCs e il loro attecchimento
in animali riceventi un trapianto allogenico, scoprirono che si
poteva ottenere un attecchimento del trapianto a lungo ter-
mine anche in presenza di incompatibilita per il complesso
maggiore di istocompatibilita (MHC, major histocompatibility
complex) e senza la necessita di agenti immunosoppressi-
vi?%, Questo effetto era mediato attraverso I'induzione intra-
trapianto di cellule T-regolatorie (Tregs) positive per il marca-
tore Foxp3+ 2.

Generazione di cellule producenti insulina

Una delle prime descrizioni di cellule producenti insulina (IPCs,
insulin-producing cells) derivanti da ESCs, € stata riportata nel
2000 da Soria et al. in un articolo abbastanza controverso. Le
IPCs derivanti da ESCs vennero selezionate geneticamente e
successivamente trapiantate sotto la capsula renale di topo,
portando a una correzione transitoria della glicemia®'. Tuttavia,
la rimozione chirurgica dell’innesto non causo iperglicemia,
sollevando dubbi in merito all’efficacia di queste IPCs?'. Il dif-
ferenziamento spontaneo in vitro di ESCs murine (MESCs)
genera una piccola frazione di IPCs che pud essere aumenta-
ta mediante la selezione di cellule progenitrici positive al mar-
ker nestina. Queste cellule mostrano un rilascio regolare di
insulina in vitro, ma quando vengono trapiantate nel topo, non
inducono un miglioramento nel controllo glicometabolico®. In
altri studi, in cui le IPCs derivate da ESCs sono state trapian-

tate sotto la capsula renale o nella milza, si & osservata una
correzione temporanea della glicemia, ma questa & risultata
associata alla comparsa di tumori in entrambi gli organi®®
(Tab. 1). Recentemente, per indurre il differenziamento delle
ESCs umane (hESCs) in IPCs, e stato sviluppato un nuovo
protocollo a 5 passaggi, durante i quali vengono mimati i pro-
cessi fisiologici di sviluppo del pancreas. Innanzitutto, le
hESCs, tramite alte concentrazioni di activina-A, vengono
indotte a una transizione da mesoderma a endoderma defini-
tivo. Successivamente, queste cellule vengono sottoposte ad
analisi FACS (fluorescence activated cell sorter) per determina-
re I'espressione di marker endodermici (es: SOX17 e CXCR4).
A questo punto, la rimozione di activina-A sembra essere
essenziale per la transizione verso un fenotipo pancreatico.
Questo passaggio e caratterizzato da una riduzione dell’e-
spressione del marker DE CXCR4, dal mantenimento dell’e-
spressione di SOX17 e dalla comparsa dei marker del tubo
intestinale HNF1B e HNF4A. L'aggiunta di acido retinoico (RA)
e di ciclopamina KAAD alle cellule endodermiche del tubo
intestinale induce un rapido incremento nell’espressione di
PDX1 e di altri marker necessari per la specificazione della
gemma pancreatica. Durante i passaggi quattro e cinque, le
cellule esprimenti PDX1 vengono dirette verso germinazioni
pancreatiche ed endocrine e, dopo circa 15 giorni di differen-
ziamento, vengono ottenute cellule endocrine con un’identita
pancreatica. La sintesi de novo di insulina, e il suo rilascio,
viene quindi valutata misurando la secrezione di C-peptide a
seguito di differenti stimoli®428. Al fine di aumentare la sintesi di
insulina, in un protocollo recentemente pubblicato, viene pro-
posta la somministrazione di 10 nmol/L di exendin-4 (moleco-
la omologa del farmaco exenatide impiegato in clinica) e un
periodo aggiuntivo di 5 giorni di coltura in terreni a basso con-
tenuto di glucosio, al termine del differenziamento delle
mESCs in B-cellule?”.

Cellule staminali del cordone ombelicale
(CB-SCs)

Mediante il metodo waterworks, possono essere raccolti alla
nascita 60-100 cc di sangue dal cordone ombelicale
(CB, cord blood) senza esporre, né il bambino né la madre,
ad alcun rischio procedurale. In seguito, il sangue prelevato
potra essere criopreservato per molti anni'?. ’evidenza che
la criopreservazione delle CB-SCs non altera la funzionalita
cellulare e stata fornita nel 1992 da Broxmeyer et al.?, il
quale dimostro il mantenimento della vitalita in CB-SCs crio-
preservate per 5 anni. Successivamente, nel 2010,
Broxmeyer ha mostrato un efficiente recupero di CB-SCs
conservate per piu di 24 anni?®. L'US National Cord Blood
Program, che ha raccolto fino a ora circa 53.000 unita di
sangue cordonale, ha affermato che, fino al 2009, sono stati
eseguiti nel mondo piu di 15.000 trapianti di cellule staminali
cordonali. Il CB contiene un elevato numero di cellule CD34+
e CD105* con un’elevata naiveté immunologica; queste
caratteristiche indicano un promettente potenziale rigenera-
tivo del CB®. Il CB & fonte di diversi tipi di SCs, fra cui HSCs,
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MSCs e cellule staminali-simil embrionali (VSELs, very small
embryonic-like stem cells), che si mostrano adatte per studi
rigenerativi, in quanto formano faciimente colonie in vitro,
hanno telomeri stabili ed esibiscono un potenziale oncogeni-
co pressoché nullo'™@', La possibilita di ottenere cluster di
cellule simil-insulari da CB-SCs ¢ stata esaminata e rappre-
senta una prospettiva promettente per la terapia del T1D%.

Effetto sulla risposta immunitaria

In vitro, CB-MSCs inibiscono in maniera dose-dipendente la
risposta immunitaria sia in saggi di reazione linfocitaria mista
(MLR) sia a seguito di stimolazione mediante anticorpi anti-
CD3/-CD28%24, Inoltre, e stato scoperto che le CB-MSCs
sopprimono lattivita delle cellule dendritiche mature, sia
mediante contatto cellulare sia tramite il rilascio di fattori

solubili®3, L'esposizione delle CB-MSCs umane (hCB-MSCs)
a inibitori della sintesi di prostaglandina (indometacina o NS-
398) ne abroga quasi completamente I'attivita immunosop-
pressiva, ponendo la prostaglandina E(2) come un importan-
te mediatore solubile®*. Zhao et al. hanno dimostrato che |l
diabete di nuova insorgenza in topi NOD veniva curato
anche grazie alla somministrazione di Tregs ottenute in vitro
da linfociti coltivati con CB-MSCs® (Tab. 1).

Generazione di cellule producenti insulina

Nel 2004, Pessina et al. hanno identificato nelle CB-SCs
I'espressione sia di un insieme di marker, come nestina, CK-8
e CK-18, sia di un gruppo di fattori di trascrizione, quali
Isl-1, Pax-4 e Ngn-3, tutti espressi dai precursori delle
cellule pancreatiche®. In seguito a questa scoperta,

Tabella 1 Esiti di terapie cellulari basate sull’utilizzo di staminali nel trattamento del T1D in modelli preclinici e

clinici.

Applicazione preclinica

Fonte cellulare Scopo Tipologia Outcome Riferimento
di indagine bibliografico
Staminali embrionali | Generazione di Infusione in modello | Correzione temporanea (23)
murine cellule producenti | murino di T1D della glicemia;
insulina comparsa di tumori
Tregs Controllo della Infusione in modello | Risoluzione dell’iperglicemia, (35)
risposta murino di T1D promozione della
autoimmunitaria rigenerazione delle B-cellule,
aumento della produzione
di insulina
Cordone ombelicale |Generazione di Infusione in modello | Aumento dei valori sierici di 41
cellule producenti | murino di T1D insulina, nessun mutamento
insulina della glicemia
Midollo osseo Generazione di Infusione in modello | Riduzione della glicemia, (56)
cellule producenti | murino di T1D ricomparsa dello stato
insulina iperglicemico a seguito
di nefrectomia
Applicazione clinica
Fonte cellulare Scopo Tipologia Outcome Riferimento
di indagine bibliografico
Cordone ombelicale |Valutazione Infusione in Lieve riduzione del 42)
dell’efficacia e 15 giovani pazienti fabbisogno di insulina
sicurezza del affetti da T1D di esogena, assenza di
trapianto nuova insorgenza reazioni avverse significative
correlate al trapianto, lieve
aumento per 6 mesi delle
Tregs periferiche
Sangue periferico Valutazione Infusione autologa Raggiungimento (68)
dell’efficacia e in 23 pazienti affetti | temporaneo (30 mesi)
sicurezza del da T1D di nuova dell’insulino-indipendenza
trapianto insorgenza in 20 pazienti
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Yoshida et al. hanno studiato la capacita delle CB-SCs di
differenziarsi in vivo in IPCs®. Alcune settimane dopo il tra-
pianto della frazione di cellule mononucleate (MNCs, mono-
nuclear cells) del CB in topi immunodeficienti, attraverso
tecniche di immunofluorescenza & stato possibile eviden-
ziare la comparsa di un piccolo numero di IPCs derivanti da
hCB-MNCs®%. Levidenza che le CB-SCs umane possono
essere ingegnerizzate verso IPCs € stata prodotta per la
prima volta da Denner et al.*® attraverso la generazione di
IPCs da cellule CD34+, CD133* e da cellule di lineaggio
negativo (CD1337/CD34"), tutte esprimenti SSEA-4. La sin-
tesi de novo di insulina da parte delle IPCs neogenerate &
stata valutata considerando la produzione di C-peptide®®.
Successivamente, Sun et al. hanno dato origine, con suc-
cesso, a IPCs mediante il differenziamento di CB-VSELs
coltivate in un mezzo di coltura contenente vari fattori di
crescita e di differenziamento®. Dopo sette giorni di coltu-
ra, le cellule hanno formato strutture simil-insulari e,
mediante immunocolorazione, € stata rilevata la presenza
sia di insulina sia di C-peptide®. Sun et al. hanno riportato
inoltre che I'esposizione delle cellule a un mezzo di coltura
contenente alte concentrazioni di glucosio era essenziale
per generare le IPCs®. Gao et al., coltivando CB-MSCs in
un medium ad alto contenuto di glucosio, contenente nico-
tinamide, acido retinoico, exendina-4 e EGF, hanno osser-
vato la comparsa di IPCs esprimenti marker pancreatici
quali PDX-1, Pax-4, Glut-2 e Ngn-3°. Hu et al. hanno valu-
tato in un modello animale I'efficienza di IPCs ottenute da
CB-MSCs umane?*'. | ricercatori hanno riscontrato
un’immunocolorazione positiva per I'insulina sotto la cap-
sula renale (dove le IPCs erano state trapiantate) e un
aumento della concentrazione di insulina solamente nel
siero dei topi trapiantati e non nel gruppo di controllo,
anche se la glicemia non risultava modificata*' (Tab. 1).
Recentemente, sono stati sviluppati nuovi approcci per
migliorare la generazione di IPCs.

Trial clinici in corso

Haller et al. hanno pubblicato i dati relativi a uno studio clini-
co con follow-up di un anno, condotto in 15 pazienti (di eta
compresa tra 1 e 18 anni) ai quali era stato diagnosticato
T1D di nuova insorgenza e avevano ricevuto una singola
infusione intravenosa di CB-SCs autologhe, precedente-
mente conservate in banche private*>. Un anno dopo
linfusione, i pazienti trattati con CB-SCs hanno mostrato
una lieve riduzione del fabbisogno di insulina accompagnata
da stabilita del compenso glicometabolico e assenza di rea-
zioni avverse significative*?. Dopo 6 mesi dal trattamento, i
pazienti hanno esibito e mantenuto, per i successivi 6 mesi,
un lieve aumento delle Tregs periferiche (Tab. 1). | dati relati-
vi a un follow-up di 2 anni, condotto in un totale di 23 pazien-
ti trattati con CB, risulteranno indispensabili per una valuta-
zione complessiva dei potenziali, ma al momento non sono
dimostrati vantaggi clinici offerti dall'infusione autologa di
CB. In Germania & attualmente in corso un trial clinico di fase
|, in cui Ziegler et al. (http://clinicaltrials.gov) stanno reclu-
tando pazienti ai quali, nei precedenti sei mesi, & stato dia-

gnosticato T1D e che hanno conservato, per la trasfusione
autologa, il sangue del cordone ombelicale presso la banca
Vita 34.

Cellule staminali mesenchimali (MSCs)

Le MSCs derivanti dal midollo osseo sono cellule progenitri-
ci multipotenti, capaci di autorinnovarsi e di differenziarsi in
adipociti, condrociti e osteociti*®, e possono essere isolate
dal midollo osseo, in colture cellulari a bassa densita, scar-
tando le cellule non aderenti*4.

Effetto sulla risposta immunitaria

Le MSCs esercitano importanti effetti immunomodulatori
sulle cellule del sistema immunitario®®. In vitro, le MSCs sono
in grado di:

— inibire la proliferazione delle cellule T,

— inibire la maturazione e la migrazione di monociti e cellu-
le mieloidi“®;

— alterare il profilo secretorio di citochine delle cellule den-
dritiche (DCs, dendritic cells), riducendo, fra queste, la
secrezione di TNF-o che € responsabile dell’inibizione
della differenziazione dei monociti in DCs, con conse-
guente sviluppo di un fenotipo maggiormente antinfiam-
matorio o tollerante*”;

— inibire la proliferazione delle cellule NK (mediata da IL-2)
e la produzione di IFN-y*;

— inibire la proliferazione delle cellule B e I'espressione di
chemochine*6:5°,

In vivo, MSCs autologhe murine migliorano il quadro clinico
della encefalopatia autoimmune sperimentale (EAE)®'. MSCs
murine allogeniche riducono la severita di artriti, inducono
iporesponsivita dei linfociti T (come evidenziato da una ridu-
zione nella proliferazione attiva) e modulano I'espressione di
citochine infiammatorie (TNF)*2. MSCs umane prelevate da
donatori sani e somministrate in topi MRL/Ipr, hanno ridotto
sia la proliferazione di linfociti T sia i livelli sierici di anticorpi
anti ds-DNA riducendo la proteinuria®. Infine, la capacita
immunomodulatoria delle MSCs & stata ulteriormente con-
fermata grazie a un modello sperimentale in cui topi NOD
diabetici sono stati curati tramite I'infusione di MSCs alloge-
niche e congeniche”%4,

Generazione di cellule producenti insulina

Al fine di identificare nuove strategie terapeutiche per la rige-
nerazione delle isole pancreatiche, ¢ stata studiata la capa-
cita delle MSCs, sia umane sia murine, di differenziarsi in
IPCs. Li et al. hanno ottenuto IPCs da hMSCs grazie a tra-
sfezione adenovirale del c-DNA di PDX-1 umano®. | ricerca-
tori, dopo avere confermato I'espressione della proteina
PDX-1, hanno coltivato le linee hMSCs PDX*in un medium
senza siero contenente GLP-1. Le IPCs risultanti hanno
mostrato I'espressione di un gruppo di geni pancreatici, quali
PDX-1, brain4, Ngn3, insulina, glucagone, e di un insieme di
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proteine come il recettore per GLP-1, Glut-2 e glucochinasi,
suggerendo una loro sensibilita al glucosio®®. Queste IPCs
hanno mostrato la capacita di produrre insulina e di rilasciar-
la quando esposte a diverse concentrazioni di glucosio (da
5,6 sino a 23,0 mM)%¢, Inoltre, le IPCs derivate dalle MSCs
umane, (hMSCs)-PDX*, quando trapiantate sotto la capsula
renale di topi BALB/c trattati con streptozotocina, hanno
ridotto la glicemia 7-14 giorni dopo il trapianto, mentre a
seguito di nefrectomia ricompariva lo stato iperglicemico®®
(Tab. 1). Sun et al. sono stati in grado di differenziare in IPCs
hMSCs raccolte da pazienti diabetici, seguendo un protocol-
lo a tre passaggi che non prevedeva manipolazione geneti-
ca, in cui le cellule erano: (1) coltivate in un medium DMEM
senza siero e ad alta concentrazione di glucosio addizionato
di B-mercaptoetanolo, (2) seminate per 8 giorni in un
medium contenente B27, bFGF, EGF, L-glutamina e aminoa-
cidi non essenziali, e (3) trasferite, per ulteriori 8 giorni, in un
medium costituito da nicotinamide, B-cellulina e activin-A%7.
Dopo il differenziamento, queste IPCs hanno mostrato un
elevato livello di espressione di PDX-1, hanno generato strut-
ture simili alle isole pancreatiche e sono state in grado di rila-
sciare insulina in vitro®.

Trial clinici in corso

A oggi, tre trial clinici sono in corso relativamente all’'uso di
MSCs in pazienti affetti da T1D. Il primo &€ uno studio ameri-
cano atto a determinare I'efficacia e la sicurezza dell'impiego
di MSCs allogeniche (Prochymal®, una formulazione com-
merciale, prodotta da Osiris, composta da hMSCs raccolte
da donatori volontari sani) in pazienti affetti da T1D
(ClinicalTrials.gov Identifier: NCT00690066). In Cina, un
secondo trial clinico sta reclutando pazienti al fine di valuta-
re 'efficacia terapeutica del trapianto di MSCs autologhe in
pazienti sofferenti di T1D (ClinicalTrials.gov Identifier:
NCTO01157403). Infine, un altro trial clinico basato sulla som-
ministrazione autologa di MSCs e pianificato in Europa
(ClinicalTrials.gov Identifier: NCTO1068951).

Cellule staminali ematopoietiche (HSCs)

Nel 20083, presso I'Universita di Sdo Paulo (Brasile), & stato
effettuato per la prima volta un trapianto di HSCs in un
paziente affetto da T1D%:5°. Negli ultimi anni, le HSCs auto-
loghe sono divenute una delle terapie piu promettenti per la
cura delle malattie autoimmuni e in particolar modo per il
T1D a causa di una serie di vantaggi significativi e clinica-
mente rilevanti tra cui la facilita di raccolta e I'assenza di pro-
blematiche immunologiche essendo I'uso autologo®.

Effetto sulla risposta immunitaria

Crescenti evidenze suggeriscono che le HSCs autologhe
possono indurre per se tolleranza immunologica centrale e
periferica®. Studi preclinici hanno dimostrato che le cellule
staminali CD34+ residenti in midollo osseo impoverito di

cellule T superano le barriere MHC in topi irradiati
subletalmente® e che le HSCs murine possono eliminare le
cellule effettrici mediante interazione Fas/FasL o tramite la via
di segnale del TNF-a®. In vitro, le HSCs murine (cellule
CD34+) inibiscono la risposta alloimmune attraverso la sop-
pressione della proliferazione delle cellule T® ed eliminano le
cellule effettrici mediante interazione Fas/FasL o tramite la via
di segnale del TNF-a. Questo effetto pud essere abolito
mediante I’'aggiunta di un inibitore delle caspasi, suggerendo
un meccanismo basato sulla soppressione®®. Kared et al.®
hanno recentemente dimostrato che le HSCs murine posso-
no stimolare I'espansione delle Tregs Foxp3* periferiche sia
tramite I'attivazione, mediata da contatto cellula-cellula, del
notch signaling sia attraverso il rilascio di fattori solubili come
GM-CSF®%4. Per quanto riguarda le HSCs umane, Rachamim
et al.%® hanno dimostrato che le cellule CD34* umane sono
dotate di una potente attivita di “veto”, in riferimento alla loro
capacita di neutralizzare i precursori dei linfociti T citotossi-
ci®. Le HSCs sono state utilizzate anche in altre malattie
autoimmuni debilitanti, fra cui la sclerosi multipla™, la sclero-
si sistemica® e il morbo di Crohn®”, con I'obiettivo di resetta-
re il sisterma immunitario del paziente.

Generazione di cellule producenti insulina

Non sono riportati studi in cui venga dimostrata la capacita
delle HSCs di generare direttamente IPCs.

Trial clinici in corso

Le HSCs sono, a oggi, le cellule staminali maggiormente uti-
lizzate in clinica come terapia per le malattie autoimmuni€®. In
particolare, sono stati compiuti numerosi studi e trial relativa-
mente al T1D, a partire da una sperimentazione condotta da
Voltarelli®®. Nel 2003, infatti, Voltarelli et al. hanno iniziato uno
studio di fase I/ll per valutare la sicurezza e la capacita di
mobilitazione delle HSCs autologhe in pazienti ai quali era
stato diagnosticato diabete di nuova insorgenza. Tale trial
prevedeva, per evitare la perdita della funzione delle B-cellu-
le e per controllare la risposta autoimmune, I'applicazione di
un regime combinato di ciclofosfamide pit GM-CSF e un ri-
trapianto, dopo condizionamento con alte dosi di ciclofosfa-
mide e anticorpo policlonale anti-cellule T di coniglio (globu-
lina antitimocita-ATG)*. Lultima analisi relativa a 23 pazienti
trattati, con un follow-up medio di 30 mesi, ha mostrato che
20 di questi avevano raggiunto l'insulino-indipendenza per
un determinato periodo di tempo e che 12 pazienti erano
rimasti insulino-indipendenti fino a 31 mesi dopo il trapianto.
Tuttavia, 8 pazienti hanno mostrato una recidiva € hanno
dovuto riprendere la terapia insulinica sebbene con un
dosaggio inferiore rispetto al periodo pretrapianto® (Tab. 1).
Recentemente, Snarski et al. hanno sottoposto 8 pazienti, a
cui era stato diagnosticato T1D di nuova insorgenza, a tra-
pianto di HSCs autologhe seguendo un protocollo molto
simile a quello precedentemente riportato, conseguendo la
sospensione dell’insulina in tutti i pazienti tranne uno, il quale
ha ripreso la terapia insulinica, a basso dosaggio, dopo
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7 mesi dal trapianto®. In un trial condotto presso I'universita
di Nanjing, in Cina, I'infusione di HSCs autologhe ha indotto
uno stato di insulino-indipendenza in 4 pazienti trattati a
meno di 3 mesi dalla diagnosi, ma non in 11 pazienti trattati
3-12 mesi dopo la diagnosi (Ouyang J, dati non pubblicati).

Cellule staminali pluripotenti indotte
(iPS)

L’induzione di cellule staminali pluripotenti indotte (iPS,
induced pluripotent stem) capaci di riprendere le caratteristi-
che delle cellule staminali embrionali, € quindi in grado di dif-
ferenziarsi in endoderma, ectoderma e mesoderma, & un
tema che genera numerose implicazioni e merita pertanto
particolare attenzione’®’'. Tuttavia, a causa dell’elevato
potenziale di questo campo, possono essere generati facili
entusiasmi.

Definizione di iPS

Le iPS sono cellule somatiche riprogrammate in cui la pluri-
potenza ¢ ripristinata mediante I'induzione dell’espressione
di fattori di trascrizione come Oct-4, Sox2, NANOG, c-Myc,
LIN28 e kIf47°7", Le iPS sono simili alle cellule staminali
embrionali per quel che riguarda morfologia, attivita di auto-
rinnovamento e potenziale differenziativo. Inoltre, come le
ESCs, le iPS mostrano sia la capacita di dare origine a corpi
embrioidi e teratomi sia di differenziarsi in lineaggi endoder-
mici, mesodermici ed ectodermici’.

Conclusioni

Le evidenze finora raccolte (Tab. 1) suggeriscono la necessi-
ta di ulteriori studi in vitro e in vivo sulle proprieta delle cellu-
le staminali per poterne determinare la sicurezza in trial clini-
ci basati su un loro impiego. Inoltre, le capacita immunologi-
che e rigenerative delle cellule staminali devono essere com-
pletamente chiarite per una migliore comprensione dei mec-
canismi alla base dell’azione delle cellule staminali. In futuro,
il trattamento del T1D sara basato, probabilmente, sulle cel-
lule staminali o su loro derivati a causa, in particolare, della
cronica mancanza di donatori di organi da cadavere.
Pertanto, sono necessari maggiori sforzi per migliorare la
nostra capacita di sfruttare le cellule staminali nel trattamen-
to di questa devastante malattia autoimmune.
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