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PREMESSA

L’inconfutabile progresso scientifico e tecnologinella biologia, cosi come nelle
tecniche terapeutiche, ha dato vita a nuove pdisgjbiun tempo del tutto
inimmaginabili. Esse promuovono l'affermazione di modo del tutto nuovo di
considerare 'uomo e la sua corporeita e apronoestgpni moralmente dilemmatiche.
E’'umanamente comprensibile che di fronte a questonovato panorama tecnico-
scientifico si sia creato nelluomo un senso diipatenza (per il quale altri principi
sono stati ignorati): obiettivo all'interno di guesscenario € la “qualita della vita”: la
ricerca delle migliori condizioni di vita per I'uam E’ in questo contesto che si
inserisce il dibattito sulle cellule staminali, chell’ultimo decennio e stato oggetto di
privilegiato interesse sia nell'ambito della ricerscientifica e bioetica che nella
divulgazione a mezzo stampa nazionale ed internalgo Il dibattito sulla ricerca nel
campo delle cellule staminali, soprattutto al ftheverificarne i possibili e promettenti
usi terapeutici, coinvolge a diverso titolo unarplita di problematiche. Per una
corretta valutazione delle possibili scelte terdijpbe € necessario conoscere
profondamente le problematiche inerenti la ricesceentifica e la sperimentazione
terapeutica e le implicazioni etiche che da essgen@ano. La conoscenza dei termini
del problema, di cio che i filosofi medioevali avbero chiamatcstatus questionise
premessa e punto di partenza per una correttasadatyli ulteriori risvolti nella loro

complessita.



INTHIMJZIONE
1. LE CELLULE STAMINALI: PROSPETTIVE SCIENTIFICHE

1.1 Cosa sono le cellule staminali? Significato edigine

Il mito di Prometeo narra che egli trasgredi lggledegli dei e fece dono agli uomini
del fuoco sottratto a Zeus, e per punizione futemato al Monte Caucaso. Su questo
monte, quotidianamente, un rapace gli divoravafeoocia il fegato, che rapidamente
si rigenerava. Questa antica leggenda sottolineanado icastico, la straordinaria
capacita del nostro corpo di rigenerare se st€dsesta “miracolosa” realta e frutto di
piccole cellule presenti nel nostro organismo deficellule staminali

Il termine“cellula staminale” compare nella letteratura scientifica a partire1d%8,
tramite studi condotti dal biologo tedesco Ernsetkel. Haeckel, che appoggiava
fortemente la teoria dello sviluppo di Darwin, desse gli alberi filogenetici per
rappresentare lo sviluppo degli organismi tramaediscesa da antenati comuni,
denominando questi “alberi di famiglia” ed adope@n termine di*Stammzelle”(in
tedescao‘’Zell” cellula e "Stamm” staminale) per descrivere I'organismo unicellulare
dell’'antenato da cui si sono generati tutti gliammgmi multicellulari evoluti (Haeckel,
1868). L’espressione “staminale” oggi si riferisee cellule non differenziate,
progenitrici di altre linee cellulari che mostrann elevato potenziale proliferativo.
Esse sono per definizione cellule indifferenziateate dilong—term self renewal
ovvero presentano un’elevata capacita replicathe st estende per periodi indefiniti,
mantenendo lo stato indifferenziato, e quindi prmhdo ulteriori cellule staminali.

Inoltre in seguito all'azione di particolari e sgax stimoli, esse sono in grado di



originare uno o piu tipi cellulari diversi. Una atiegia con cui le cellule staminali
possono realizzare questi due compiti € la divissiogllulare asimmetrica, per cui ogni
cellula staminale si divide per generare una cliigllia identica alla cellula staminale
madre e l'altra che va incontro al differenziamenlfattavia secondo alcuni autori
(Morrison & Kimble, 2006), le cellule staminali mmno utilizzare anche divisioni
simmetriche, che portano alla generazione di eelliiglie che mantengono le
caratteristiche di staminalita. Essi hanno ipotiazehe la maggioranza delle cellule
staminali possa dividersi con entrambe le modaktal equilibrio tra questi due

meccanismi di divisione €& controllato da segna&csjici atti a produrre una quota

appropriata di cellule staminali o di cellule figllifferenziate.

A seconda della loro capacita differenziativa, Elute staminali possono essere
classificate in:

1 Totipotenti, in grado di originare sia tessuti embrionali clheelj extraembrionali,
quali la placenta e il sacco vitellino. Questa c#fpaé esclusiva dello zigote (uovo

fecondato allo stadio di due cellule);

1 Pluripotenti, generano tutte le cellule derivate dai tre foglie@mbrionali,
endoderma, mesoderma ed ectoderma, ma non sonwado gi dare origine alle

cellule che compongono i tessuti extra-embrionali.
1 Multipotenti, possono specializzarsi unicamente in alcuni tigedlule.

1 Unipotenti, sono specifiche, ovvero danno origine ad un sgo ti cellula

specializzata (Teo & Vallier, 2010) (Figura 1).



Le cellule staminali possono essere anche claatfio base alla loro provenienza in:

"1 Embrionali, fetali

1 Da cordone ombelicale o sangue placentare

7 Adulte
CELLULE Cellule staminali Staminali CELLULE
PLURIPOTENTI fetali & amniotiche midollari g >~ MULTIPOTENTI
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Figura 1. Classificazione delle cellule staminali (httgefmcells.nih.goy

1.2 Derivazione e tipologie di cellule staminali

Cellule staminali embrionali

Le cellule staminali embriona(Embryonic Stem Cells, ESCsiiginano dalla massa
cellulare interna (o ICM) dellembrione allo stadio blastocisti, ovvero a circa 4-5
giorni dopo lavvenuta fecondazione. La blastocisippare come una sfera

suddivisibile in tre porzioniil trofoblastg che costituisce lo strato cellulare esterno,



circonda una sezione interna cava e ricolma dildludefinitablastoceleal cui interno

si ritrova, una porzione denominatessa cellulare interna (Inner Cell Mass, ICM),
un ammasso di circa trenta cellule in grado diinage I'embrione. Le ESCs possono
essere mantenutan vitro per lunghi periodi allo stato indifferenziato e
successivamente possono essere indotte a diffaresnZtssendo pluripotenti, sono in
grado di generare tutti i tipi cellulari presentlliorganismo provenienti dai tre
foglietti embrionali (ectoderma, mesoderma ed eedod). Alla luce delle
caratteristiche evidenziate in precedenza, le g&#@ebbero rappresentare una risorsa
notevole utilizzabile nel campo della medicina ngemtiva, se non avessero
caratteristiche di crescita cosi tumultuosa da rpdigentare tumorigena. Infatti,
occorre sottolineare, che in seguito al trapianteivo, le cellule staminali embrionali
indifferenziate generano grandi tumori definitiatemi, ovvero tumori benigni che
contengono svariati tipi di cellule, alcune altateedifferenziate, altre parzialmente
indifferenziate, provenienti da differenti foglietterminali, segno del loro multiforme
potenziale differenziativo. Quando includono anchm nucleo di cellule
indifferenziate maligne, questi tumori sono defirtiératocarcinomi. Tali cellule
indifferenziate maligne sono responsabili del cdsitb carcinoma embrionale, e
rappresentano pertanto le controparti maligne aellielle staminali embrionali (Blum

& Benvenisty, 2008)
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Le cellule staminali fetali

Le cellule staminali fetali, come il nome stessggrrisce, rappresentano un gruppo di
cellule primitive localizzate negli organi del fetGompletato sviluppo embrionale
(ottava settimana), quando [l'aspetto dellembrioge “umano”, questo viene
denominatdeto. Durante il periodo fetale (dalla nona settimaria ahscita) avviene
I'accrescimento dei tessuti e la maturazione dexgjani formatisi durante il periodo
organogenetico (4-8 settimana di sviluppo) (Guidbgl., 2006). Le cellule staminali
fetali possono essere isolate non solo dal sargfaéefe dal midollo osseo, ma anche
dal liquido amniotico e dalla placenta durantedatgzione, ed inoltre e da altri tessuti
fetali, tra cui il fegato e il rene (O'Donoghue &sk; 2004; Guillotet al., 2006). La
maggior parte dei tessuti fetali contiene celluleansnali pluripotenti che
contribuiscono ad un rapido accrescimento e svdugggli organi, mentre il sangue
fetale € ricco di cellule staminali ematopoietictige proliferano piu rapidamente
rispetto a quelle contenute nel sangue del corawnbelicale o del midollo osseo
adulto (Guillotet al.,2006).

Analogamente alle cellule staminali adulte, le wuell staminali fetali sono
generalmente tessuto-specifiche, e danno origitipi a&ellulari maturi specifici del
particolare tessuto o organo in cui hanno seddamter la classificazione delle cellule
staminali fetali attualmente appare poco chiaralechomento vengono raggruppate

come le cellule staminali adulte.
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Cellule staminali cordonali

Il sangue del cordone ombelicale contiene una Hasisdeamente eterogenea di cellule.
Questa miscela comprende cellule ematopoieticaesur eritrociti e leucociti. Inoltre,

il sangue cordonale e costituito da differenti tipicellule staminali: cellule staminali
ematopoietichéHematopoietic stem celSCs) che danno origine alle differenti linee
cellulari che popolano il sangue e le cellule staiimesenchimaliNMlesenchymal
stem cell MSCs), che sono cellule staminali multipotenti iiiale cellule staminali
del midollo osseo e pertanto in grado di differansiin cellule del tessuto connettivo
(midollo, tessuto adiposo, cartilagine) (Leieal.,2004). Inoltre, il sangue cordonale
contiene una percentuale relativamente bassa Hbileeedtaminali multipotenti non
emopoietiche aventi sulla superficie la proteinegES®, un marker di superficie
espresso dalle cellule staminali embrionali, e uadeta di fattori di trascrizione

normalmente espressi dalle cellule staminali phtgpti.

Cellule staminali adulte

Le cellule staminali adulte si presentano comeuteknch’esse indifferenziate, aventi
origine da organismi adulti o da organi di essné&oaratterizzate da un costanédf-
renewal tuttavia tale autorinnovamento € piu limitatopa#o alle cellule staminali
embrionali: infatti, a differenza di queste ultime, cellule staminali adulte sono
multipotenti o unipotenti, e presentano, pertardgpacita differenziativa piu ristretta.
La funzione primaria di tali cellule consiste neamenimento dellomeostasi del
tessuto in cui sono localizzate, e quindi provvedaad una eventuale riparazione

tissutale in seguito a danno ricevuto.
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Le cellule staminali adulte sono comparse per langrvolta nella letteratura
scientifica agli inizi degli anni sessanta, quanmud furono evidenziati due gruppi
principali localizzati all'interno del midollo osse
% Cellule staminali emopoieticheHématopoietic Stem CellHSCs) che danno
origine alle varie cellule del sangue;
+» Cellule staminali mesenchimalMgsenchymal Stem Cells, MSCdgfinite anche
cellule stromali del midollo osseo che danno omegiad osteociti, condrociti,
adipociti e alle altre cellule del tessuto conmet((Till et al.,1961; Beckeet al.,
1963; Owen, 1988).
Piu recentemente, nel 1997 (McKay), e successivaameel 2003 (Beltramet al.,)
hanno evidenziato la presenza di cellule stamarathe in organi, quali il cervello e il
cuore, che erano considerati organi privi di capakggenerativa. Le cellule staminali
cardiache Cardiac Stem Cells, CSECssono cellule multipotenti che possono
differenziarsi in miociti, cellule endoteliali e lade muscolari lisce e che quindi
possono essere utilizzate in caso di danno al mdaxaCellule staminali adulte sono
pertanto, presenti in molti organi, quali cervelimjdollo osseo, vasi sanguigni,
scheletro, muscoli, pelle e fegato, e, in piccoletg anche nel sangue circolante,
tuttavia in percentuale assai limitata. Nei rispetirgani, le cellule staminali adulte
sono localizzate in specifici microambienti, defimicchie,dove risiedono allo stato
quiescente per lunghi periodi; e nel caso di né@essattivano, iniziano a proliferare,
migrando al di fuori delle nicchie e procedendosweit differenziamento (Urbanekt
al., 2006). La struttura delle nicchie e costitithhocper garantire le esigenze della

cellula staminale e ciascuna cellula staminale, wa svolta, contribuisce
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all'organizzazione e alla composizione della niecdi appartenenza (Fucles al,
2004). Nei primi studi effettuati si riteneva cheedtaminali adulte fossero dotate di
capacita differenziativa piuttosto limitata e clegssero differenziarsi solo in cellule
con caratteristiche specifiche del tessuto di appanza. Studi successivi hanno
invece dimostrato che, ad es., le cellule stamimki midollo osseo possono
differenziare in cellule nervose o cellule musdotaheletriche o cardiache e cellule
epatiche (Ferraret al, 1998; Brazeltoret al., 2000) mentre le cellule staminali
nervose possono dare origine anche a cellule degusa e cellule muscolari
scheletriche purché trattate con i fattori di citase differenziamento specifici per i
rispettivi tipi cellulari (Bjornsoret al.,1999; Galliet al.,2005; Ponnusamy, 2010).
Pertanto, & necessario riconoscere che le celtateirsali adulte sono dotate di una
notevole plasticita e che, in virtu di essa, sam@rado di differenziare in cellule di

derivazione embriologica differente da quella djore.

Cellule staminali pluripotenti indotte

Le cellule staminali pluripotenti indotte (IPSC)nsocreate al fine di indurre cellule
specializzate a esprimere geni normalmente preseltdi cellule staminali embrionali.
Le cellule staminali embrionali e le cellule staalinndotte condividono numerose
caratteristiche, tra cui la possibilita differengian cellule di tutti gli organi e tessuti,
ma non sono identiche. Esse non possono esserede@is nemmeno cellule
staminali adulte, ma piuttosto cellule riprogramengiluripotenti. Utilizzando la

riprogrammazione genetica, tramite fattori di tramsone delle proteine, cellule
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staminali pluripotenti, equivalenti alle cellulestinali embrionali, sono state derivate
da tessuto cutaneo umano adulto.

Pertanto campioni di sangue crioconservati possssere utilizzati come fonte di
cellule staminali pluripotenti indotte, aprendo gpettive terapeutiche notevoli. Le
cellule staminali pluripotenti indotte derivano dallule somatiche che vengono
riprogrammate epigeneticamente per perdere leteastiche tessuto-specifiche ed
acquisire pluripotenza. Analogamente alle staminaibrionali, tali cellule
riprogrammate sono in grado di differenziarsi imiogjpo cellulare (Wanget al.,

2011).

1.2 Rilevanza scientifica nell'ambito terapeutico e dé& medicina
rigenerativa

Le applicazioni terapeutiche delle cellule stamjrialcorso gia da un decennio, per la
cura di diverse patologie, risultano essere altaenpromettenti ed utilizzabili anche
nellambito della medicina rigenerativa. Recentidsteffettuati sulle cellule staminali
embrionali, fetali, cordonali, sia amplificate ctiéferenziate, hanno fornito numerose
prove a sostegno del loro notevole potenzialezablinel trattamento di malattie
genetiche e disturbi degenerativi (Lindvatlal.,2004; Bryderet al.,2006; Mimeault
& Batra, 2006; Ruizt al.,2016; Dziadoset al.,2016; Woockt al.,2016). In generale
le cellule staminali embrionali, fetali, cordonak adulte (emopoietiche e
mesenchimali) mostrano una serie di proprieta fumadi comuni: capacita di auto-

rinnovamento e potenzialita di generare progenidifferenziati delle diverse linee
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cellulari siain vitro, mantenendo opportune condizioni di coltura, isiavivo dopo
trapianto (Mimeault & Batra, 2006).

Il trapianto di cellule staminali emopoietichedpassere effettuato allo scopo di
modificare e sostituire un sistema linfopoieticteedto da neoplasia e pertanto, non
funzionante. Tale scopo viene raggiunto effetteapdma la distruzione delle cellule
neoplastiche tramite trattamenti chemioradioteiafmieloablazione) e in seguito
procedendo alla infusione di cellule staminali epiefiche da donatorétrapianto
allogenico) o precedentemente estratte da paziente e pueificiile cellule
neoplastiche mediante “purgin@yapianto autolo@). La pratica dei trapianti con
cellule staminali emopoietiche preceduti da tragatn con dosi di agenti
chemioterapici o radiazioni ionizzanti, contrasetfétto mieloablativo conseguente
alla chemio-radio con sostituzione del midollo nespco con midollo sano nei
pazienti neoplastici (Mimeault & Batra, 2006). lterlazione e la distruzione della
struttura tissutale di un organo, conseguenti aérrosi delle cellule che lo
costituiscono, risultano essere alla base dellagioeanza delle patologie degenerative
che affliggono la popolazione dei paesi indusizidii. Un corretto approccio
terapeutico risolutivo mira alla ricostruzione dessuto alterato tramite trapianto di
nuove cellule che abbiano il compito di sostituiqeelle distrutte o alterate dalla
malattia. A livello clinico questa scelta terapeatsi fonda sul trapianto di organi da
donatore deceduto, raramente da donatore viveshiec@ezione del trapianto di cellule
staminali. Tale approccio terapeutico presentalishié fondamentali, quali la scarsa
disponibilita di organi da trapiantare e la nedasdi immunosoppressione cronica per

impedire il rigetto dell’'organo. Le cellule stamiina qualsiasi gruppo appartengano,
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sia embrionali, fetali, da cordone ombelicale ol&duappresentano una alternativa
valida per la rigenerazione di organi danneggldéspansionen vitro di tali cellule,

al fine di ottenerne quantita elevate ed in alawasi illimitate, potrebbe ovviare le
problematiche legate alla disponibilita ridottanckteriale biologico trapiantabile. Per
quanto riguarda invece l'aspetto della compat#bilton il sistema immune del
ricevente, possono essere utilizzate cellule stalndefinite “self” ovvero derivate dal
paziente stesso, che in tal caso assumerebbelal sisodi donatore che di ricevente
(autotrapianto). Cio appare possibile per gli dpitma negli organi affetti dalla
malattia potrebbero essere presenti cellule stdngreacompromesse dalla patologia
in sviluppo (Mimeaulet al.,2007). Perxmedicina rigenerativa»si intende un settore
della medicina, la cui finalita e il recupero déiwo di tessuti e organi danneggiati,
cercando di sfruttare le potenzialita rigeneratedie cellule staminali. Gli approcci di
intervento della scienza in tale ambito, sono d#ifidéi. Una prima strategia si basa
sull'utilizzo in vivo e sulla stimolazione farmacologica delle cellul@nsnali
localizzate nei tessuti di interesse, allo scopsotiecitare il loro potenziale intrinseco
riparativo. Un secondo interventex vivq e fondato sul trapianto di cellule staminali,
amplificate o modificate geneticamerntevitro, che colonizzino il tessuto o I'organo
di interesse ed esplichino in quel distretto la olorspecifica funzione
rigenerativa/riparatrice. Si tratta quindi di unaftisione” di nuove cellule nel tessuto
malato, che ha come obiettivo quello di sostitiérecellule danneggiate con cellule
sane specializzate, ottenute partendo da stami@aindi un passaggio dalla morte
alla vita cellulare. Un campo attuale di applicagoriguarda senza dubbio il

trattamento di riparazione di epiteli di rivestinienguali I'epidermide e la cornea. Gia
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da numerosi anni, sono realta concreta i trapidinpelle autologa, in cui il nuovo
tessuto cutaneo, viene ottenurmovitro, su apposite matrici di supporto costituite da
collagene e matrigel, a partire da cellule stamicitianee isolate da biopsie della cute
del paziente stesso. Il primo successo di tale diedoé stato ottenuto nel 1983, a
Boston, dove Howard Green, effettuo un trapiantgelle coltivatain vitro su tre
pazienti pediatrici ustionati gravi (Rochet al., 2007). Da allora numerosi pazienti
con ustioni di terzo grado, hanno potuto benefec@dirquesto trattamento. Tuttavia la
crescita di staminali cutanée vitro ed il successivo differenziamento in cheratinociti
necessitano di costi elevati e di tempi piuttostaghi per la crescita di lembi di pelle
estesi. Inoltre & onesto aggiungere che la pelenotaex novoé priva di ghiandole
sudoripare e bulbi piliferi ed appare piuttosto ceecgenerando anomalie nella
termoregolazione e nelllomeostasi fisiologica. Limerosi casi € possibile ricostruire
anche l'epitelio corneale, a partire dalle cellslaminali localizzate a livello del
limbus dell’occhio, una zona ricca di cellule, il cui 1086ca presenta caratteristiche
di staminalita, che cinge la cornea. Le staminalbhri, prelevate e messe in coltura,
possono rigenerare nell'arco di qualche settimana,porzione di epitelio corneale, a
seguito di innesto. Il primo studio incentrato aulimessa in coltura e la
differenziazione delle staminali corneali é stdteteuato da due ricercatori italiani nel
1997 ed in seguito perfezionato dai ricercatori’lddtuto San Raffaele di Milano
(Ramaet al., 2010), ottenendo un recupero totale della vissgiaanni dal trapianto.
Anche per il trattamento delle patologie cardiaéhstato utilizzato il trapianto di
cellule progenitrici. La ricerca medica da tempstsneva che il cuore fosse uno dei

pochi organi, insieme al tessuto nervoso, priviceilule staminali. In realta studi

18



recenti (Chien, 2006; 2008; Xu & Chien, 2011) haewaenziato che nel miocardio
umano sarebbero localizzati dei progenitori in gratl rigenerare una parte di
miocardiociti nellarco di un quinquennio. Si ipota inoltre che le staminali
trapiantate riparare il danno ischemico succesalVimfarto miocardico e/o favorire
I'angiogenesi e quindi incrementare I'afflusso dngue al muscolo cardiaco (Passier
et al.,2008). | risultati ottenuti sono ancora oggettadidattito, sia per la valutazione
dell’effettiva capacita rigenerativa, che per l@agenza endogena di tali progenitori a
livello del tessuto cardiaco. Nonostante i paratora discordanti, l'utilizzo delle
staminali per rigenerare lesioni cardiache e sioerge un campo di forte attrattiva
per i ricercatori moderni, in particolar modo lémesse € concentrato sulla
sperimentazione per ottenere cellule del miocadtie siano maggiormente simili a
quelle della porzione cardiaca oggetto della lesio&’noto che le cellule del tessuto
cardiaco sono differenti per struttura e funziore diversi distretti cardiaci. Ad
esempio, le cellule cardiache responsabili deltadaaione dell’impulso elettrico sono
diverse rispetto a quelle che hanno esclusivameapacita contrattile. Ad oggi le
cellule staminali embrionali sono le sole (e leol@mologhe staminali pluripotenti
indotte IPS) in grado di differenziarsi in cardi@uiti, in quanto gli esperimenti finora
condotti non hanno ancora reso possibile il difier@mento di cellule staminali adulte
in cardiomiociti; tuttavia € stato osservato cheaso di trapianto, le cellule staminali
adulte contribuiscono al ripristino dell’attivitamliiaca anche se con modalita ancora
sconosciute e con effetto limitato nel tempo. Ndéaote siano capaci di tale elevato
potenziale rigenerativo, le cellule staminali erabéli e pluripotenti indotte, in seguito

al differenziamentoin vivo potrebbero contrarsi spontaneamente, generando
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indesiderate aritmie. Pertanto sono in corso sthdipossano confermare I'utilita delle
cellule staminali nelle terapie del cuore infartu@ilenasche, 2011). L'utilizzo delle
staminali pud essere esteso anche alla cura detétdiaper ottenere la sostituzione
delle cellule deficienti nella produzione di ingwdinel trattamento del diabete di tipo 2
con cellule sane. Tuttavia, gli studi incentratillsuproduzione di cellulep-
pancreatiche insulino-dipendenti attualmente insa@prnon sono stati ancora
completati. Alcuni lavori preliminari hanno dimaato la possibilita da parte delle
cellule staminali adulte di differenziarsi in céd-pancreatiche, ma non sono stati
ottenuti risultati convincenti e per funzionalitdd eespandibilita delle cellule
trapiantate, requisiti entrambi necessari per uppli@zione clinica (Borowiak &
Melton, 2009). Le aspettative maggiori sono rip@tsmomento nelle cellule staminali
embrionali, chan vitro potrebbero riprodurre lo sviluppo fisiologico aeltellulep,
partendo dall’endoderma con il dubbio, pero, dédie potenziale tumorigenicita.
Diversi studi hanno dimostrato che e possibile ggneeendoderma a partire da cellule
staminali embrionali che si differenziano poi iogenitori pancreatici e cellule simili
alle cellulep pancreatiche che sono responsive ai livelli dcghio post-trapianto. Un
considerevole risultato € stato ottenuto da Paglaial., (2014), che hanno ottenuto
cellule pancreatiche umane funziongivitro.

Per il trattamento delle patologie degenerativenaieéscolo, si puo ipotizzare I'utilizzo
di cellule staminali con attivita miogenica. Traegte € necessario citare le cellule
satellite, ma anche le cellule CD133+ isolate dakoolo scheletrico o dal midollo
0sseo, ed i progenitori endoteliali e i mesoangisinl Tutte queste cellule possiedono

capacita miogenican vitro, tuttavia solo il trapianto di cellule satellite @
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mesoangioblasti, ha ottenuto finora risultati cdasabili dal punto di vista
rigenerativo. Uno studio condotto dal gruppo deraa di Cossu (2003) ha ottenuto
'isolamento dei mesangioblasti ed ha evidenziato lbro specifica capacita
differenziativa nei diversi tipi cellulari originiat dal mesoderma, compreso il muscolo
scheletrico. L'infusione di tali cellule, per viagovenosa, in topi distrofici ha ottenuto
anche un recupero funzionale dei muscoli ed unegurente miglioramento anche nel
cane spontaneamente distrofico. Alla luce del ssmw®ttenuto dagli esperimenti su
animali, di recente e stata avviata la prima spemtazione clinica su un gruppo
ristretto di pazienti distrofici (Tedesco & Cos&012). Anche per il trattamento delle
patologie a carico del sistema nervoso € statoirgpatato un approccio tramite
I'utilizzo delle cellule staminali. Grazie ai suase ottenuti negli ultimi anni, isolando
ed espandenda vitro le cellule staminali neurali umane, ottenute daaléo fetale o
adulto, le speranze terapeutiche sono molto aungentza malattia neuronale piu
quotata per il trapianto di cellule staminali épegsentata senza dubbio dal morbo di
Parkinson. Cio & dovuto alla selettivitd della deg e dal numero relativamente
limitato e circoscritto di neuroni da sostituiree Lstaminali utilizzabili sono le
mesenchimali o anche le cordonali, ma i risult&emuti finora in ambito clinico non

sono a favore di un loro impiego (Peteisal.,2011).
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2. DIBATTITO ETICO RELATIVO ALL'USO DELLE CELLULE
STAMINALI

2.1 Liberta della ricerca scientifica sulle cellulestaminali

Lo sviluppo del corpo umano, prende origine daltamp cellula staminale che
rappresenta il punto di partenza per i 220 tipiutali che lo costituiscono. Gli studi,
le ricerche, gli approfondimenti, finora effettyattanno portato ad avanzamenti
sempre piu importanti per il miglioramento dellaafita della vita umana. | risultati
raggiunti sono incoraggianti, ma ancora lunga ésti@da da percorrere e sono
necessari maggiori spazi e concreti sostegni ecmmomla ricerca per il
raggiungimento degli obiettivi che si propongonotenenolto ambiziose. Secondo
alcuni ricercatori, il progresso scientifico spesgapare frenato e osteggiato da riserve
di ordine etico, morale e giuridico, che limitargodperimentazione, come ad esempio
'uso delle staminali non a fine terapeutico ma obiettivo eugenetico. Tuttavia alla
base di tali sperimentazioni, probabilmente, saaaha sorta di insoddisfazione nei
confronti dell’essere umano, una misteriosa seasazdi incompiutezza dell’'uomo.
Cio rischia di degenerare e scadere nel cosidtr@itsumanesimavvero il desiderio

e la fantasia sfrenata di un potenziale umano pdvdimiti (Tomasini, 2007).
L’articolo 9 della Costituzione italiana sancisckec”la Repubblica promuove lo
sviluppo della cultura e la ricerca scientificaeertica”, in aggiunta l'articolo 33
statuisce chel’arte e la scienza sono libere e libero ne & Egaamento.” Entrambi i
diritti, ben esplicati nella carta Costituzional@ppresentano il punto di partenza di un
dibattito etico che sempre accompagna l'insorgdarandovazioni scientifiche in

campo biomedico e non risparmia la ricerca sullielleestaminali. La liberta di ricerca
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non € circoscritta unicamente al singolo ricer@tona coinvolge la comunita
scientifica nel suo insieme. E' necessario cheeggil che regolamentano la ricerca
siano sottoposte ad urstrict scrutiny,ovvero un’attenta e scrupolosa analisi, nella
quale siano considerate opinioni di giuristi, bicisti e scienziati. Spesso gli scienziati
si oppongono al silenzio delle istituzioni dinarailoro appelli che richiedono un
approccio laico apparentemente non influenzatood&ni ideologiche, in un ambito
ricco di possibilita inesplorate. La liberta di erca scientifica rappresenta senza
dubbio un valore da garantire tramite condiziore clon siano solo proclamate, ma
rese effettivamente possibili. Tuttavia come ogrerta, anche la liberta di ricerca non
va intesa come valore assoluto, ovvero indipendedte ogni limite e
regolamentazione: il pensiero scientifico non aecatlla per autorita ma considera
solo I'evidenza dimostrabile sperimentalmente adagente e rappresenta pertanto
conoscenza critica e comunicabile. Autonomia eribei scienza non rappresentano
tuttavia autodeterminazione. Ogni riflessione siibarta di ricerca dovrebbe tenere
presente che questa non la si puo definire filoaofiente come liberta della scienza
ma come liberta del soggetto. Come per la persomana la liberta non puo essere
intesa come liberta di cio che non si e, ma solestiere e divenire cid0 che si e
chiamati ad essere, cosi la liberta di ricerca poa essere intesa come liberta di
mettere in atto tutto cio che e scientificamentssyiunle e tecnicamente attuabile, ma
consiste nell'orientare la scienza verso i fini édaono propri. Non e pertanto liberta
normativa ma liberta orientata da verita che noposie a priori dal soggetto (Ardigo
& Garelli, 1989). Una scienza che rinunciasse allsgame con la verita e assumesse

una visione esclusivamente strumentale e funzistaaliella sua attivita, vedrebbe
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sfumata la sua essenza, scadendo in finalita dietetenda forze esterne, quali
I'economia, il consenso sociale o il potere paditita ricerca della verita scientifica,
fine ultimo della liberta di ricerca, non avanza&lesivamente analizzando le strade
tecnicamente possibili, ignorando le scelte chepticorsi potrebbero implicare, né si
pone alla spasmodica ricerca della “novita” spentake ad ogni costo, ma tiene conto
di criteri etici e morali che possano consigliarsamnsigliare la scelta di particolari
itinerari. Anche nel caso dell'utilizzo delle cddustaminali si € in presenza di un
acceso dibattito che impone un’analisi approfondifae sia in grado di suggerire
realisticamente quali siano le prospettive piuralii#, prescindendo da un dibattito
teorico di tipo ideologico. Gli interrogativi etidifferiscono profondamente a seconda
della fonte da cui le cellule staminali sono pralev Pertanto € necessario definire
quale sia l'origine delle staminali. Assume unaewah assai diversa effettuare
ricerche e sperimentazioni su staminali adulte cstsuminali embrionali in quanto
I'utilizzo di queste ultime comporta sempre la digtone dell’embrione da cui sono

prelevate. E’ proprio intorno a tale differenza, meglio intorno allo status

dell’embrione, che si accendono i dibattiti bioegiti roventi.

2.2 Status dell’embrione umano: qualcuno o qualcosa?
E’ noto che l'interrogativo riguardante I'inizio it vita umana sia una questione che
puo essere inserita non solo tra le problematicile dcienze naturali, ma anche tra
guelle proprie della filosofia e della teologiantido gordiano che coinvolge le diverse

definizioni di essere umano, di persona e di imliwi investe I'embrione ed il suo
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statuto ontologico. L’espressioristatuto ontologico dell’embrione’si riferisce alla
totalita delle caratteristiche che configurano tasipione dell’embrione, e richiede
un’analisi approfondita che tenga conto dei difféirgounti di vista (scientifico,
ontologico, etico, giuridico). Il dibattito fondamiale appare focalizzato sulle
incertezze circa l'inizio della vita dell'essereamm, che riguardano in particolar modo
cid che accade nellarco di tempo che si estend& dacondazione, ossia dal
momento in cui lo spermatozoo si lega al recefpoesente sulla superficie dell'ovulo,
sino al suo completamento con I'ottenimento di galula uovo fecondata (Zigote)
con un solo nucleo, risultato dalla fusione dei guenuclei e dal mescolamento dei
cromosomi/geni con produzione di un nuovo DNA un@d irripetibile che puod
ragionevolmente corrispondere ad un nuovo individuo

Le prime osservazioni empiriche degli embrioni Igsao all’epoca greco- romana.
Caspar (1991) cita un testo greco che descrivdridtige visibili di un embrione
abortito da sei giorni. Le evidenze ottenute somwite come fondamento biologico
per coloro che hanno sostenuto che I'embrione emgmta un essere vivo sin dal
primo momento della sua esistenza. Tuttavia ilwuost e le leggi del mondo greco-
romano erano fondati sulla concezione stoica, deeava il feto come parte della
madre, e che la persona avesse inizio solo al mmnuatla nascita. Il diritto romano
si basava sul principipartus nondum editus homo non recte fuisse di€itur
bambino non ancora nato non €& propriamente un uotal@' principio € conosciuto
comeaforisma di Papinianp Infatti, la societa romana cosi come quella greano
tolleranti in tema di aborto e di infanticidio. $odll'epoca di Giustiniano si arrivo,

non senza resistenze, alla parificazione giuritti@al delitto di infanticidio e quello di
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omicidio. Per Aristotele la generazione dell’esserdrutto dell'azione del seme
paterno sul sangue materno. Aristotele sosti@® generatione animaliumghe il
seme paterno abbia in sé un principio o un impalspabbia capacita di trasmettere la
forma specifica, tuttavia la resistenza della materaterna rende questa informazione
progressiva; inoltre I'embrione impiega 40 giorriireché si trasformi in un corpo
organizzato. Prima dei 40 giorni, 'anima nutritigain atto, mentre nel seme era in
potenza, e I'anima sensitiva € in potenza. Ancheima razionale e contenuta in
potenza, altrimenti non potrebbe poi passare &l'@asandosi su tali considerazioni,
Aristotele riteneva che, in certi casi, «bisognee fan aborto prima che il feto abbia
sensibilita e vita, perché 'ammissibilita di quab dipende appunto dalle condizioni
di sensibilita e di vita del feto». La filosofiaddastica, riprendendo Aristotele, stabili
I'inizio della forma umana al quarantesimo giorrey pmaschi e |'ottantesimo giorno
per le femmine. Le ipotesi di Aristotele non ebbatoun influsso sulla valutazione
morale dell'identita del’embrione da parte deio§ibfi e dei teologi cristiani. Gli
scritti della Bibbia non affrontano palesementeuastione, ma ribadiscono con forza
la chiamata di Diofin dal grembo materrio Cio ampiamente sostenuto anche dagli
insegnamenti della Chiesa nei primi secoli, cheteseva il carattere personale
del’embrione tramite la perentoria affermaziondl'ideiolabilita della vita umana
“Tu non ucciderai con I'aborto il frutto del gremb@idaché V). | padri della Chiesa
San Gregorio di Nissa e San Basilio Magno sostemtjmtentita di persona umana dal
momento di infusione dellanima che avviene immedigente. Tertulliano, che si
affianca ai precedenti, si domandhaa'sostanza del corpo e dell'anima sono prodotte

insieme, oppure l'una precede l'altra? Diciamo saltro che entrambe sono insieme
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accolte, elaborate, perfezionat¢De anima 27,1). Sant’/Agostino, invece introduce
una distinzione tra feto perfettamente formato ® feon completato, e sostiene
pertanto un’infusione dell’anima successiva allapteta formazione. Nel Medioevo
viene rafforzata la tesi che il feto non sia dotdioanima nelle prime settimane
successive alla fecondazione. Opinione sostenutdbadita da San Tommaso
d’Aquino secondo il quale la creazione dell’'aninmrituale da parte del Creatore,
presuppone un grado di preparazione della “maten@rionale”, di ricettivita
organica e di strutturazione biologica definita saulispositiva: pertanto mancando
I'anima, non si puo parlare di persona. Alla fired secolo XVII il ricercatore William
Harvey evidenzio che I'embrione dispone di una peogircolazione sanguigna e
conduce in seno allorganismo materno una sua fropta. Nel corso dei secoli
inoltre, divenne sempre piu chiaro che il momerdgtedninante della generazione era
I'incontro dei due gameti, che dava luogo ad unvouessere, e non l'azione del solo
seme maschile sul sangue materno, come sostenptedadenza. Nel 1953 James D.
Watson e Francis H. Crick riuscirono a decifrareablice genetico, abolendo ogni
possibile interpretazione che I'embrione precocgséosemplicemente un aggregato
cellulare amorfo. Appariva evidente che al momeatgta fecondazione, e quindi al
momento della fusione dell’informazione geneticaodgine paterna e materna, si ha
la creazione di un nuovo essere individuale, geaetente differente dai genitori. Sin
dalla sua origine I'embrione umano non si svilupp# in direzione dell’'uomo, ma si
evolve come uomo. Da allora in poi successivi stuahno dimostrato che nello
sviluppo dell’embrione c’é identita di soggettoitado Jerome Lejeuenacgcettare

il fatto che, dopo la fecondazione, un nuovo esserano e venuto ad esistere non e
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pil una questione di gusto o di opinione [..]. Nenun’ipotesi metafisica, ma
un’evidenza sperimentale# punto fondamentale, sul quale pare si sia itagg una
concordanza, e che I'embrione umano anche presigejn individuo umano vivo.
Per contraddire tale evidenza alcune teorie ipatiazZla collocazione dell'inizio della
vita non al momento iniziale del processo di fe@mone dell'oocita, bensi in un
momento immediatamente successivo: ovvero al mameetl’'assemblaggio dei
cromosomi, definito in scienzgeingamia,che si riferisce ad un evento che & postumo
all'attivazione dell’'oocita e alla penetrazioneguest’'ultimo dello spermatozoo e alla
formazione nella cellula di due pronuclei. In capjposizione alla teoria della
singamia, si tende a sottolineare anzitutto I'indiilita del processo procreativo,
affermando che I'incontro dei due gameti costiteislt per sé I'identita biogenetica
dellessere umano creato ed essa si presenta cadiealmente nuova, unica e
irripetibile. La legislazione statunitens€durt of Appeal of Tennessee 13 settembre
1990, in Dir Fam., 1991, 96 per prima, enucleo la teoria dell’annidamentergiro

di recente fatta propria dalla Legislazione itadigrnia quale sostiene che una cellula
uovo fecondata e differente dall’embrione gia aatodi nell’'utero, e che pertanto
abbia gia iniziato la sua evoluzione. Tale teori'osdava sul concetto scientifico che
la cellula fecondata origina due cellule le qualiloro volta, si dividono in quattro,
otto, e cosi via, innescando cosi il processo dipitovo. Ma dell'insieme delle
primissime cellule, solo una parte sono destinatiz@ntare I'embrione vero e proprio.
Le altre, invece, sono adibite a formare la plazgedéntro la quale evolvera in seguito,
I'embrione. Prima dell'impianto, inoltre, si ritiemon ancora instaurato uno scambio

biochimico tra la madre e I'embrione, scambio neage allo sviluppo. Pertanto
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I'embrione non € considerabile come soggetto autmnd.a teoria dell'impianto si
fonda anche su un concetto filosofico, incentraifiaspetto relazionale alla base del
concetto di persona. Infatti, dal momento che smo I'impianto si stabilisce una
relazione con la madre, prima di esso I'embrione po0 essere considerato persona.
Da posizione diversa parte una teoria che sostfeela soglia divisoria tra vita
umana e non, sia da fissare al momento dello wlwgella stria primitiva all'interno
dell'ovulo fecondato. Secondo I'embriologia talalgupo avverrebbe al 14° giorno
della fecondazione. Pertanto, gli embrioni piu giovdi quattordici giorni o quelli non
ancora impiantati in utero verrebbero defimte-embrioni.Tale tesi venne adottata
dalla Commissione Warnock, nominata dal parlamedmttannico nel 1982 per
condurre indagini approfondite sull’avanzamentolidgigdi scientifici raggiunti dalla
biomedicina sulla fecondazione umana. Nella noteclesiva della Commissione, il
Report of committee of inquiry into human fertiltigyd embriologysi raccomanda la
sospensione degli esperimenti sugli embrioni poopripartire dal 14° giorno post-
fecondazione. Questa teoria non appare del tutigiccente, poiché anche prima del
14° giorno dalla fecondazione, I'embrione possi¢éelecaratteristiche dell'unicita e
della unitarieta (nuovo DNA, unico e irripetibildpoltre durante il periodo anteriore
al quattordicesimo giorno, lo zigote possiede 6mhazione genetica necessaria e
sufficiente a determinare e completare lo svilupmbviduale. Inoltre, tenendo conto
degli studi della medicina prenatale, il 14°giornon rappresenta un passaggio
decisivo rispetto agli altri nei quali avvengonoogessi di sviluppi altrettanto
importanti. Un’altra ipotesi, invece, si avvale dmincetto di persona solo dopo la

formazione del sistema nervoso centrale. Tale deaii fonda su una visione
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utilitaristica, che minimizzando la sofferenza,agipropria della liceita di eseguire
interventi su esseri non in grado di provare dol@kri ancora sostengono che si
possa ritenere vita solo dopo la formazione dedléeccia cerebrale: come I'individuo
viene ritenuto morto alla cessazione dell'attivitarebrale, al pari puo essere
considerato vivo solo quando l'attivita cerebradeihizio. Occorre pero sottolineare,
che la vita e la morte non possono avere la stesemza: la morte € la cessazione
anche immediata dell’'unita dell'organismo menti@itio della vita € un processo
progressivo. Tutte le teorie che identificano Fioidella persona con l'insorgere delle
capacita o delle condizioni per I'esercizio delsacita hanno una matrice unica che
puo essere identificata nella visione “funzionaiest ovvero la persona viene intesa
tale dalla rilevanza di alcune proprieta o funzidtiché dunque la persona e ridotta
alle sue funzioni, ne consegue che tale condizisiaeraggiunta solo acquisendo
determinate caratteristiche, quali la razionalitdaevolonta. Tuttavia, tale visione
funzionalistica cede il passo ad un errore conakdtul manifestarsi di una funzione
(sensitiva, intellettiva, autocosciente, valutatigeesuppone l'esistenza di un soggetto,
che renda possibile I'espletarsi delle funzionis&Esion sono il “soggetto” semmai
sono “del” soggetto, ovvero non potrebbero maitesessse non fossero manifestabili
da un soggetto che € in grado di esprimerle edardtuAgazzi, 1992). Si puo
giustificare che I'essere umano “€” persona inwvdella sua natura razionale, e non
“diviene” persona in forza dell’'esercizio delle duezioni. Tale principio sostanziale
consente di riconoscere lo statuto attuale dellsgpa nell'essere umano anche in
condizioni di"potenzialita", ovvero quando I'essarmano si trova in stato di non

attuazione, momentanea o0 permanente, di certedninza causa di uno sviluppo
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incompleto o della presenza di fattori che ne ingmxho la manifestazione. Di
conseguenza l'embrione pu0 essere gia ritenutoopaysin quanto, pur non
manifestando al massimo grado le proprieta vivestno presenti le condizioni che
consentiranno l'attuazione di tali caratteri. Na@mogse cio, il riconoscimento
dell'identita personale allembrione non appare upeestione del tutto conclusa.
Infatti, anche riconoscendo un’identita antropatagall’embrione come persona, non
ne derivano necessariamente doveri morali di rispettitolarita di diritti, se non
presupponendo la dignita della persona. Non essenuuzioni certe in ambito
giuridico circa il momento iniziale della vita uranl Comitato Nazionale di Bioetica
(CNB), nel parerédentita e statuto del’embrione umadel 1996, ha indicato alcune
linee guida. In tale studio e condivisa l'idea setm cui gli embrioni non sono
riducibili a materiale biologico, ma rappresentamosegno di una presenza umana che
merita rispetto e tutela. Il CNB ribadisce il dowenorale di considerare 'embrione
umano, sin dal primo momento della fecondaziongndedi rispetto e tutela, al pari
degli individui umani a cui si attribuisce la qualdi persone; indipendentemente dal
fatto che allembrione possa essere o0 meno attaibton certezza tale qualita sin
dall'inizio. Nel documento si evince che I'embrionen pud essere considerato una
“res”, in quanto la sua stessa natura biologica e mbgeivacolloca tra gli esseri
appartenenti alla specie umana e, che tale idgméitaonale sussista sin dal primo
momento della fecondazione. Per alcuni tale id&ngitriconosciuta con certezza,
mentre per altri viene accolta con alto grado diupibilita. Inoltre il Comitato ha

invitato al rispetto della vita umana, sin dallgrie, invitando al principio di

precauzione, in base al quale I'assenza di certégza comportare un atteggiamento
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di cautela e di astensione da comportamenti chelpméro risultare nocivi e dannosi.
Appare evidente quindi che la questione dell’emi®iamana si articoli su un dibattito
strettamente connesso al tema dei diritti umanfe@istrano una serie di orientamenti
normativi nazionali ed internazionali che spesssspao apparire anche in contrasto
tra loro. Si pensi all@onvenzione internazionale sui Diritti del Fancwidlel 1990
(che ritiene necessaria una adeguata proteziote\d& umana sia prima che dopo la
nascita), continuata con Richiarazione universale sul genoma umano e i tlirit
dell'uomo del 1997 dell'Unesco (che dichiara all'art. 11 theatiche contrarie alla

dignita umana" "non devono essere permesse"). Gombe alleRaccomandazioni
del Consiglio d'Europa (14046 "relativa all'utilizzazione di embrioni e fetmani a
fini diagnostici, terapeutici, scientifici, indusati e commerciali"della 1986 e la 1100
"sull'utilizzazione di embrioni e feti umani nelitdito della ricerca scientifica’del
1989) e allaConvenzione sui diritti dell'uomo e la biomedicohel Comitato Direttivo
per la Bioetica del Consiglio d'Europa, ove vielpetuta la priorita dell’essere umano
sugli interessi della societa e della scienza. Anlzh piu recenteCarta dei diritti
fondamentali dell' Unione Europg@000) si richiama al principidella inviolabilita
della dignitd umana, del diritto alla vitea#'integrita fisica di ogni individuo. Tuttavia
spesso le legislazioni nazionali hanno adottatendaimenti molto difformi, ignorando
in parte le indicazioni internazionali e comunigarBasti pensare agli Stati Uniti, o al
nord Australia, all'Inghilterra o alla Spagna dos@no in vigore direttive molto piu

liberali rispetto a quelle piu rigide di paesi cotaeSvezia, la Norvegia, la Germania,

I’Austria, la Svizzera e I'ltalia stessa.
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2.3 Dall’embrione umano alle cellule staminali embriomli

Le cellule staminali embrionalHuman Embryonic Stem Cells, in sigla hE&rono
identificate per la prima volta nei topi dal pr&vans nel 1981 ed isolate per la prima
volta dal dr. James Thompson nel 1998 (Evans & ianf 1981; Thompsoet al.,
1998). Esse hanno la capacita di originare qualseltula differenziata e matura
dellorganismo (Biswas & Hutchins, 2007). Durante prime fasi di sviluppo
embrionale le cellule sono relativamente indiffeiate e vengono definit®etipotenti,
ovvero possiedono la capacita di differenziarsgiralsiasi cellula del corpo, dopo
circa sette giorni, lo zigote origina bdastocisti,che contiene una massa di cellule che
diventa prima embrione e poi, raggiunto l'aspettmano (alla fine dell’ottava
settimana) feto, proprio come il tessuto trofotiasche alla fine, diventa placenta ed
altri annessi embrionali. Le cellule staminali emabali (nESQ derivate dal primo
stadio di sviluppo embrionale possiedono due camatiche fondamentali: auto-
rinnovamento e pluripotenza (Kargg al., 2010), inoltre possono essere indotte a
differenziarsi in cellule progenitrici 0 mature sgehe dei tre foglietti germinali
embrionali (ectoderma, mesoderma, endodermayitro, mediante condizioni di
coltura specifiche. Tra queste, ci sono le lineBulzgi ematopoietiche, le cellule
neuronali, i progenitori gliali, le cellule dendicite, gli epatociti, le cellule delle isole
pancreatiche, gli osteociti, i condrociti, gli adgai, cardiomiociti, le fibre muscolari
ed endoteliali, le cellule del derma, del polmorsed#a retina (Mimeaulét al., 2007).

Le cellule staminali embrionali sono potenzialmemegrado di rigenerare ogni
tessuto dell’organismo adulto, e quindi controleam@ppieno i processi di sviluppo,

rappresenterebbe, di fatto, essere in possessoadifante inesauribile di cellule e
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tessuti per la cura delle malattie degenerativei amnghortanti lesioni del sistema
nervoso centrale, nonché una sorgente di celluk ichvitro, possono replicare
gualsiasi tipo di patologia e pertanto costituineegsemplare modello sperimentale. Per
numerose patologie, nelle quali viene progressivaen@ersa la funzione cellulare,
I'iniezione di cellule staminali embrionali potrebdlbappresentare una valida opzione.
Resta tuttavia I'importante problematicita dell'udelle cellule staminali embrionali
per la loro potenziale tumorigenicita. Quale esengjpitale capacita si puo considerare
il teratoma, un tumore benigno che si puo ritroviaeé neonato, conseguente ad un
errore di sviluppo intrauterino, la mancata chiasdel nodo embrionale della linea
primitiva, che continua a proliferare creando unassa, interna o esterna, che sara
necessario asportare chirurgicamente dopo la masté scoperta delle cellule
staminali embrionali ha permesso pertanto allarceedi effettuare notevoli
avanzamenti per lo sviluppo di protocolli e strégeger ottenere progenitori tissutali
capaci di completare il differenziamenito vitro o in vivo dopo trapianto. Tramite
questi protocolli & stato possibile ottenere dak#lule staminali embrionali diverse
classi di neuroni maturi (ad esempio i motoneurcme degenerano nella sclerosi
amiotrofica laterale o i neuroni dopaminergici alhegenerano nel Parkinson), ma
anche cellule cardiache, cellule muscolari o delcpsas. Le promesse terapeutiche
sono tuttavia ancora piuttosto remote per le camatiche di “crescita tumultuosa” di
tali cellule. Diversi studi in fase preliminaredinano la possibilita di utilizzarle nella
clinica, ma i timori per il loro comportamento tungeno a lungo termine
permangono. Uno dei principali ostacoli alluson@b ottimale di cellule staminali

embrionali, €, per quanto sopra esposto, la pdisgildli formazione di teratomi o
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teratocarcinomi. Infatti, € stato osservato chenkisto di progenitori cellulari derivati
da cellule staminali embrionali in topi immunodegsie puo portare alla formazione di
teratomi, ovvero tumori benigni che contengono iswiartipi di cellule, alcune

altamente differenziate, altre parzialmente indédfeiate, provenienti da differenti
foglietti germinali, segno del loro multiforme poteale differenziativo (Mimeaulet

al., 2007). Il principale limite al loro utilizzo, al ¢& delle questioni bioetiche, & che il
loro grande potenziale € un’arma a doppio taghe, le rende difficili da controllare e

quindi suscettibili di trasformarsi in cellule tunadi.

2.4 Questioni etiche relative all’'utilizzo di cellulestaminali embrionali
La scoperta, le ricerche scientifiche e le applmaizsperimentali e terapeutiche delle
cellule staminali embrionali aprono a formidabilroppettive per la medicina
rigenerativa e allo stesso tempo sollevano numentesirogativi etici, che sono senza
dubbio piu profondi quando il dibattito € incentraulle staminali embrionali. L'unica
fonte di cellule staminali embrionali esistente riatura € I'embrione umano; gli
embrioni utilizzati per ottenere queste cellule oo essere anche embrioni
soprannumerari creati mediante fecondazionégtro e non piu destinati a un progetto
procreativo, oppure embrioni creatil hoccon la tecnica del trasferimento nucleare.
Gli embrioni soprannumerari, ovvero in eccesso,osbtastocisti umane che non
vengono trasferite in utero della madre, e che itoconsenso dei genitori sono
utilizzate per la ricerca. Da tali blastocisti uraaal quattordicesimo giorno di
sviluppo, vengono isolate e coltivate le cellulensinali del nodo embrionale, definite

blastomeri. E’ doveroso ricordare che il preli@ran gruppo di blastomeri comporta
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la distruzione e quindi la morte del vivente altadso di blastocisti-embrione, mentre
il prelievo di un singolo blastomero, come nel cdstla diagnosi preimpianto, puo,
anche se con rischi, essere completato salvaguwsrdanfuturo embrione. Come
descritto in precedenza, il dibattito principaldéoealizzato sullostatusmorale degli
embrioni e, se il loro utilizzo ai fini della ricea possa essere moralmente accettabile.
La questione appare sempre la medesima: se co@msder meno essere umano
I'embrione nel momento del concepimento e nelle i@snediatamente successive.
Dal punto di vista embriologico, la vita inizia cdrtompletamento della fecondazione
ed € ampiamente accettato che la vita del soggeteno sul quale la ricerca viene
effettuata, ha il diritto di essere tutelata dakrcatore e dallo Stato. Il principio di
protezione della vita umana é fondato sul rispd#tyinviolabilita della vita umana
stessa e della sua dignita. Se cio contribuiscetedate la vita degli esseri umani
viventi, a maggior ragione e necessario il dovereitelare la vita dei piu deboli, dei
piu innocenti della societa, tra cui senza dublmespno essere inclusi i non ancora
nati. Inoltre prima di procedere ad ogni tipo desmentazione, devono essere valutati
attentamente i rischi a cui il soggetto umano \w@irro rispetto ai benefici che si
intendono ottenere dalla ricerca in conformita doprincipio della proporzionalita.
Essendo I'embrione umano, il protagonista delleerda biomedica, € necessario
valutare pertanto la proporzionalita tra i risctowa 'embrione e sottoposto ed il suo
effettivo bene, e tutelarlo. L'Associazione Medidaternazionale, nella sua
dichiarazione sui principi etici per la ricerca neadche coinvolga i soggetti umani,
dichiara: “E’ dovere del medico nella ricerca medica di prgtgere la dignita del

soggetto umano’(2000). Anche il Parlamento Europeo ha ribaditonéressita di
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assicurare ch8’embrione umano e il feto siano trattati in cormibni adeguate alla
dignita umana... ” Tuttavia anche in questo caso si assiste altawstidi due opposte
posizioni. Da un lato i bioeticisti cattolici e uparte dei laici, sostengono con forza
che la dignita umana € una caratteristica intriaseell’essere umano, ed essendo
I'embrione, un essere umano ne puo e ne deve ggiemamente. Cio implica che
I'essere umano non € un mezzo, uno strumento tizzate per il raggiungimento di
scopi altrui. Kant, nella sua opera “Grundlegung Metaphysik der Sitten” (1785)
afferma che: “[...J'Juomo e generalmente qualsiasi ente razionaletesisme fine in
se stesso, non semplicemente come mezzo per esaryarbitrariamente da questa
o quella volonta, ma tutte le sue azioni, o riguacdse stesso o altri esseri razionali,
devono essere sempre considerate allo stesso teompe un fine”.Nella ricerca sulle
cellule staminali embrionali appare evidente ldazmne di tale principio, in quanto
I'embrione e distrutto al fine di ottenere possilipplicazioni terapeutiche per altri
esseri umani. Opinione non condivisa dalla maggirsiadei ricercatori genetisti e
bioeticisti laici, i quali sono persuasi dei benebttenuti dall’utilizzo delle staminali
ottenute da embrioni soprannumerari, utilizzo claeelsbe in grado di salvare e
migliorare la vita di numerosissimi malati. Alcuntengono necessario invocare il
principio di beneficialita: allo scopo di trarreigmssibili futuri vantaggi terapeutici o
anche solo conoscitivi, conviene prelevare le ézlembrionali, di conseguenza |l
sacrificio di questi embrioni umani sarebbe prommrato ai vantaggi sperati, una
giusta soluzione del conflitto tra il diritto aN@ta dell’embrione e il diritto dei malati a
essere curati con terapie avanzate. Inoltre éssigono che l'uso di cellule staminali

provenienti da embrioni non impiantabili non sigehii una mancanza di rispetto nei
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confronti degli embrioni, ma pud essere consideratome sostenuto dal prof.
Demetrio Neri, esponente del Comitato Nazional®idetica, nell’Aprile del 2003,
“un contributo da parte della coppia donatrice all&cerca di terapie per malattie
difficilmente guaribili, contributo che deriva danwatto di solidarietd” C’é anche chi
ha nominato questi embriofepisode embryos’e sostiene che la ricerca che ne fa uso
sia lecita e lodevole, in virtu dell'aiuto che nerigga agli altri. Tuttavia ci si interroga
se il benessere del soggetto non debba prevaldiiiatstesse della societa. A tale
scopo e intervenuta, sempre nel 2000 I'AssociazMadica Mondiale, che, nella sua
Dichiarazione stabilisce cheélla ricerca medica sui soggetti umani, considaraiz
riguardanti il bene del soggetto umano devono avar@recedenza sugli interessi
della scienza e della societa’ln piu occorre dimostrare che l'uso degli embrion
umani sia l'unico ed indispensabile mezzo per comdle ricerche in questo campo.
Per I'avanzamento di una sperimentazione umanacesgario rilasciare il consenso
informato, e ci si chiede, nel caso di utilizzoeanbrioni, chi possa rappresentare il
soggetto deputato al consenso. Certamente nonosriporrere al concetto di patria
potesta che manifesta il consenso alla proteziomeoenozione degli interessi del
minore tutelato, che in questa fattispecie e l'uaatio stadio embrionale. Qui invece
si richiede qualcuno che possa concedere il consarmistruggere I'embrione, e che
pertanto lo considera come ufmas” della quale € proprietario e di cui puo disporre a
proprio piacere. Cosi l'articolo 6 paragrafo 1 detonvenzione sui Diritti umani e
sulla Biomedicina stabiliscehe “un intervento puo essere eseguito sulla peasdre
non ha capacita di consentire, per il suo direttenbficiqQ mentre I'articolo 17

stabilisce che la ricerca sulla persona che naitaigssere in grado di dare il proprio
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consenso e possibile solo Serisultati della ricerca abbiano la potenzialitadi
produrre reale e diretto beneficio alla sua salutdh molti laboratori, da diverso
tempo, viene condotta un’intensa attivita sperirakenglla ricerca di fonti alternative
di cellule staminali che non richiedano necessar@m al ricorso agli embrioni.
Attualmente le fonti alternative piu promettentneoa) una variazione della tecnica
del trasferimento nucleare che da luogo a embraooirmali incapaci di impiantarsi
nell'utero, ma in grado di generare cellule stamniranbrionali normali; b) la
riprogrammazione mediante inserimento di alcunii gpecifici di cellule somatiche
adulte che genera cellule staminali pluripotendioitte; c) la rimozione di una singola
cellula da un embrione di 8-10 cellule (con la séeecnica usata per effettuare la
diagnosi preimpianto, che gia é stata dimostrasghrosa ma non nociva per
'embrione) dalla quale e stato possibile genesuariate linee di cellule staminali
embrionali, (recentemente, pero, la validita di siaetecnica €& stata messa in
discussione dalla comunita scientifica internazieypad) la produzione di embrioni
ibridi uomo-animale ottenuti con la tecnica delstemimento nucleare somatico
iniettando il nucleo di una cellula umana in un @te di animale (mucca, coniglio).
Alcuni ricercatori hanno proposto l'estrazione dadtomeri, e quindi di cellule
staminali embrionali, da embrioni prodotti dallerieche di fecondazione, che sono gia
morti per cause diverse e che quindi non sono im@iali in utero (Landry & Zucker,
2004). In questo caso mentre I'organismo individubé cessato di vivere, alcune
cellule possono essere ancora vitali, € non coievetl processo degenerativo. Non
siamo piu dinanzi ad un organismo Vivo: e cessattvita epigenetica e metabolica.

In tal caso sarebbe tuttavia opportuno dimostraee lembrione € morto e che quei

39



blastomeri oggetto del prelievo non potranno mailupparsi in un embrione
completo. Ai fini dell’accertamento della morte ltehbrione non e sufficiente
constatare che il processo di segmentazione edaheisielle cellule embrionali si sia
bloccato, come ad esempio affermatdssem cell§Zhanget al.,2006), perché I'unico
modo oggi disponibile per conoscere la vitalitaudiembrione e trasferirlo nell’'utero
materno. Inoltre sarebbe necessario dimostrare lehteoduzione delle cellule
staminali provenienti da embrioni morti non provdoeme tumorali, infezioni e crisi
di rigetto. Nel par. 2 dell’'articolo 18 della Comzone sulla biomedicina, si afferma
“La creazione degli embrioni per gli scopi dellacerca e proibita”. Cio vuol
significare che nessuna creazione di embrioni setaenai fini della sperimentazione
sulle cellule staminali pu0 essere giustificataaldelle tecnologie utilizzate per creare
questi embrioni destinati esclusivamente alla cdagpuo essere la fertilizzaziomne
vitro oppure il trasferimento nucleare cellulare somafitNSA). Quest’ultima si é
sviluppata a partire dal 1997, quando sono stdettahti degli studi che hanno
dimostrato che il programma genetico di nuclei éliute del tutto differenziate puo
essere completamente modificato (Henig, 2003). &perimenti utilizzati si
avvalgono di tecniche di trasferimento nuclearaehita si tratta di una vera e propria
clonazione con trasferimento di nucleo: viene sete#o un oocita umano, ad esso
viene tolto il proprio nucleo al posto del qualeng inserito il nucleo di una cellula
somatica dell’individuo da sanare. Questo “ooditastruito” si divide e si sviluppa in
piu cellule che nei primi giorni di vita sono tadienti, al pari delle cellule embrionali,
e che potrebbero poi essere reimpiantate nel gaziescludendo qualsiasi tipo di

rigetto. Se tutti i bioeticisti sono concordi nefleoibizione dell’'uso di embrioni creati
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specificamente per la ricerca tramite la tecnickedondazione in vitro, la TNSA crea
posizioni differenti e divide le coscienze. La Corssione Dulbecco, considera questa
“ cellula uovo attivata” non un vero e proprio emhbe, al contrario degli esponenti
cattolici che sostengono che tale tipo di tecniappresenti una vera e propria
clonazione anche se in questo caso definita “cionazterapeutica” e non “clonazione
riproduttiva”. Non ci puo essere distinzione traedse, in quanto € sempre prodotto un
embrione che viene distrutto per il raggiungimedicscopi altrui. Senza dubbio la
guestione riguardante l'utilizzo delle cellule staali embrionali, va affrontata in tutte
le sue implicazioni, adottando un atteggiamentoilibgato che da un lato non
sottovaluti i pericoli derivanti dalle tecnologiéomediche, e dall’altro sia lungi dal
criticare ed escludere a priori qualsiasi tipoiderca sperimentale. La ragionevolezza
e la convenienza di un percorso scientificamergeroso ed eticamente indirizzato
alla ricerca di terapie per malattie che rappresenipiaghe per 'umanita, vengono
percepite da numerosi studiosi e medici come uneratfyo morale e come una
naturale corrispondenza alla propria vocazionega®bnale. Come ricordato da San
Giovanni Paolo II: “Una guida dell’etica non toglie nulla, naturalmente,
all'indipendenza epistemologica della conoscenzarngifica. Piuttosto, essa assiste la
scienza nelladempimento della sua piu profondaavamne che e servizio alla
persona umana. Ogni conoscenza della verita - s&la verita scientifica - € un bene
per la persona e per tutta 'umanita. Ma, come sapk verita conosciuta attraverso
la scienza puo essere usata dalla liberta umanagoepi che sono opposti al bene
dell'uomo, il bene che l'etica conosce. Quando macivilta la scienza si separa

dall’etica, 'uomo vienecontinuamente esposto a gravi rischi. L’'amore @epérsona
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umana deriva da una visione della veritiel'uomo, della sua dignita e del suo

incomparabile valore”.

2.5 Regolamentazione giuridica italiana ed internazioale

Piuttosto complessa appare la normativa concert@peduzione e I'uso ai fini della
ricerca delle cellule staminali embrionali, cheessl ricavate da embrioni umani
condannati in questo modo alla distruzione, riéldtitte le incertezze connesse allo
statuto giuridico del’embrione, come soggetto giwo e titolare di diritti e
prerogative tutelate dall'ordinamento italiano.particolar modo tale questione viene
affrontata dalla legge 40/2004 che riguarda la r@amone medicalmente assistita
(PMA). Tale legge, assicurando i diritti di tuttisioggetti coinvolti, compreso |l
concepito, ammette la produzione di embrioni umanvitro solo nell’ambito della
PMA (art.1), ma vieta in generale qualsiasi spenit@agone sul’embrione umano, che
non sia volta esclusivamente alla tutela della teakl allo sviluppo del singolo
embrione. Inoltre tale regolamentazione vieta @peione di embrioni umani ai fini
della ricerca o della sperimentazione, come anctegvienti di clonazione terapeutica
(art.13). La legge vieta categoricamente anchdolaazione riproduttiva, prevedendo
sanzioni penali per “chiunque realizza un procegdto a ottenere un essere umano
discendente da un’unica cellula di partenza, ewmente identico, quanto al
patrimonio genetico nucleare, a un altro esserenonravita 0 morto” (art. 12 comma
7). Per di piu vieta la crioconservazione di emhisidalvo che nell’ipotesi in cui sia

possibile effettuare il loro impianto, e la loroppoessione, fermo restando quanto
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previsto dalla legge n.194/197 (legge sull'aborta.legge 40/2004 e stata tuttavia
“svuotata” da alcune recenti pronunce giurispruddnzsui contenuti delle quali si
rinvia la discussione a testi specializzati suj@nento. L’'aspetto piu problematico
del dibattito sia in Italia che in Europa riguateventuale utilizzo ai fini sperimentali
degli embrioni soprannumerari, quelli non impiantger impossibilita o per
intervenuto rifiuto della donna. La legge italiamadifferenza di altri paesi europei,
mira a contenere anche questa ipotesi prevedereltedecniche di produzione degli
embrioni “non devono creare un numero di embriapiesiore a quello necessario ad
un unico impianto” (art.14, comma 2), tuttavia landa puo sottrarsi alle tecniche di
PMA, anche dopo consenso. In tal caso, anche pmstiggmbrioni vale il divieto di un
loro uso ai fini sperimentali e della ricerca: qual vengano ritenuti in “stato di
abbandono”, verranno sottoposti a crioconservazidpeesta soluzione riflette |l
parere del Comitato Nazionale di Bioetica che érirgnuto sul’argomento con due
pareri che hanno affrontato la questione in unaspgetiiva interdisciplinare e
pluralista:il Parere sull'impiego terapeutico delle celluleastinali (27 ottobre 2000)
e il Parere su ricerche utilizzanti embrioni umancellule staminali (11 aprile 2003).
Il CNB registra posizioni comuni rispetto al divsetdella clonazione riproduttiva e alla
liceita dell’'uso di cellule staminali da feti abitire da adulto per esclusivi fini di
ricerca e terapia; registra invece posizioni aléto rispetto all’'uso delle cellule
staminali embrionali umane.
E’ comune I'affermazione della illiceita di prodome di embrioni (per clonazione) a
solo scopo sperimentale e della illiceita della omrcializzazione e brevetto di cellule

staminali umane. Alcuni ritengono lecita la derreaz di cellule staminali a scopi
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terapeutici dagli embrioni soprannumerari non imgadili (previo consenso della
donna o coppia); tale posizione € motivata da#imo solidaristico di fare il possibile
“per aiutare quanti oggi patiscono gravi sofferepeeché colpiti da malattie di grande
impatto sociale e ancora difficilmente curabiliftramembri del Comitato dichiarano
gravemente illecito anche [l'uso di embrioni congelanon impiantabili.

Il documento comunque si distanzia dall’eccess@timismo rispetto ai vantaggi
terapeutici offerti dall'uso delle cellule staminal fine di accendere un eccesso di
speranza presso l'opinione pubblica e ritiene opmar sottolineare che i risultati
terapeutici sono ancora in corso di sperimentazibratre va ricordato che la legge
italiana, in attuazione della direttiva comunita8i4/22/CE in materia di protezione
giuridica delle invenzioni biotecnologiche, esclutkdla brevettabilita, oltre al corpo
umano fin dal momento del concepimento e in ogmai fase dello sviluppo, anche
“ogni procedimento tecnologico di clonazione umatagni utilizzazione di embrioni
umani, ivi incluse le linee di cellule staminali lerionali umane” e ogni procedimento
tecnico che utilizzi cellule embrionali umane (@rDecreto Leggel0 Gennaio 2006,
n.3).

In Europa la situazione normativa e piuttosto \gata. A fronte di Paesi, come la
Germania, I'Austria e la Svizzera che sono posaiersu una linea di piu forte tutela
del’embrione umano, considerato vita umana e sbggeon conseguente divieto di
sperimentazione embrionale, altri paesi come lan@r&tagna e la Spagna ammettono
I'utilizzo sperimentale di embrioni umani fino ak°giorno dalla fecondazione, |l
cosiddetto pre-embrione. Queste differenze noxmati riflettono nel contenuto della

Convenzione di Oviedo (Convenzione sui diritti elmo, sulla biomedicina e sul

44



divieto di clonazione, 1997-1998), che si limitpravedere il divieto di creazione di
embrioni umani ai fini della ricerca, ma si rimetide leggi nazionali per quanto
concerne la questione degli embrioni soprannumdraoitre il Protocollo addizionale
alla Convenzione (1998) di cui e parte integranieta ogni forma di clonazione
umana e tale orientamento era stato accolto dalategislazioni europee. Tuttavia il
Governo britannico nel 2002 ha autorizzato la ctomze a fini terapeutici, seguito poi
dalla Svezia e dal Belgio, mentre il governo spégnoel 2006 ha dichiarato
I'intenzione di presentare al Parlamento un disedjiegge in tal senso e, nel Giugno
del 2007, ha approvato la cosiddetta Legge di caesiomedica, con la quale si
incentiva e si regola la cosiddetta “clonazione apeutica”, finalizzata al
miglioramento della salute dei cittadini. In tal @oola Spagna diviene il quarto paese
europeo ad approvare la clonazione terapeutical atbrio nel mondo dopo |l
Giappone, 'Australia, Israele, la Corea del Suflikgapore. Nel Dicembre del 2006
inoltre il Parlamento europeo, ha approvato finamenti a progetti di ricerca sulle
cellule staminali prelevate da embrioni umani, tadd consentiti secondo le

legislazioni nazionali.

2.6 Le cellule staminali e I'etica della comunicazionsociale
Un ulteriore problema etico che emerge in modorraste a proposito delle cellule
staminali riguarda I'ambito della comunicazione iate; e in particolare la
completezza delle informazioni trasmesse dai masdianLeggendo con attenzione
editoriali, corsivi, cronache, interviste, o asaolio dibattiti radiofonici e televisivi,

non si pud non constatare la parzialita e la lasi@odelle informazioni. Spesso
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'espressione “cellula staminale” viene usata esdcAamente con I'accezione
embrionale, come se esistessero solo le celluheirssdi di origine embrionale. Anche
guando vengono rese note nuove applicazioni tet@pey nella maggioranza dei casi
non e precisato se si tratta di cellule stamindlili®@ o embrionali, ed inoltre si puo
constatare come la maggioranza dei mezzi di coragiine non dia notizia delle
numerosissime applicazioni terapeutiche ottenuézigralle cellule staminali adulte.
Gli stessi mezzi di comunicazione di massa enfatiazspesso in modo entusiastico |
risultati di alcune ricerche che con il passaretdeipo si rivelano false, si ricordi a
titolo di esempio, I'entusiasmo con cui nel 200hne salutato il veterinario sud-
coreano Hwang Woo-Suk, celebrato dalla Fondazioemnési, come il “ruggito di
Seul” perché aveva dichiarato di essere riuscittbaare I'essere umano. In seguito la
comunita scientifica ha dichiarato falsi i datirigr da Hwang, tuttavia tale smentita ha
trovato poca enfasi da parte dei mezzi di comurocaz Oppure occorre ricordare il
caso del ricercatore Lanza (Klimanskastaal., 2006), il quale nell'agosto del 2006,
aveva dichiarato di essere riuscito ad estrarrestdni@eri dall’embrione senza
comprometterne lo sviluppo. Nei giorni successwi dzioni dell’Advanced Cell
Technology, la societa dove Lanza effettuava le gcerche, subirono una forte
impennata. Anche in questo caso pero arrivo la Staethei dati forniti, in quanto le
sue dichiarazioni erano prive di fondamento spemiade, tuttavia Lanza ne usci a
testa alta avendo ottenuto la solidarieta di nusiemwlleghi e un consistente
finanziamento alle sue ricerche. Quando il probl®@®e Coppi (2007) e la sua équipe
hanno pubblicato i risultati delle loro ricerchdlswellule staminali isolate dal liquido

amniotico, parte della comunita scientifica ha dstnato perplessita e scetticismo e |l
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suo studio non ha ricevuto alcun rilievo. Si hdubbio che la divulgazione di successi
sperimentali e clinici ottenuti mediante cellul@rsinali adulte possa dirottare gli
investimenti pubblici e privati dei ricercatori ckesorano sulle staminali embrionali
alle équipe che lavorano invece sulle staminalitedTutto cio spesso evidenzia le
lacune del mondo della ricerca tecno-scientificguale per quanto possa perseguire i
nobili ideali della conoscenza e della cura, &€ gatm da una potente competizione per

aggiudicarsi le sue risorse.

3. CELLULE STAMINALI DA CORDONE OMBELICALE
3.1 Significato simbolico del cordone ombelicale

Il cordone ombelicale, o piu propriamente dettoidalo ombelicale, rappresenta
I'anello di congiunzione tra il feto e la placentansentendo il passaggio di sostanze
nutritive dalla madre al feto. Esso origina dal esnoho zigote che genera il feto, ed
inizia a svilupparsi a partire dalla quinta settn@adi gestazione, sostituendo
funzionalmente il sacco vitellino che garantisceagiporti nutrizionali nei primissimi
stadi di sviluppo dell’embrione (Figura 2).

Presenta una lunghezza di circa 50-60 cm e un diardecirca 2 cm al termine della
gravidanza, l'aspetto si presenta attorcigliato eorana corda, di colorito
madreperlaceo, che lascia trasparire le sfumatune slel sangue all'interno dei vasi.
Questi ultimi sono tre: una vena e due arterie, @halgono la vena conferendo al

cordone una configurazione elicoidale. La venaisoa al feto il sangue ossigenato

47



ricco di sostanze nutritive dalla placenta e leragthanno il compito di riportare alla
placenta il sangue deossigenato impoverito di ewtiri | tre vasi sanguigni sono
avvolti da una sostanza gelatinosa, definita gedati Wharton, che provvede alla loro
protezione ed impedisce la compressione dei vasio & collegato al feto all’altezza
della zona addominale, in corrispondenza del puh® dopo la nascita diventera
I'ombelico. Il cordone ombelicale presenta un’ampa@nnotazione simbolica. Le
donne indonesiane, per citare un esempio, lo ceaserper tutta la durata della vita,
in quanto lo ritengono dimora dell’anima in vitaede di rifugio per I'anima dopo la
morte. Fogel (1991) riferisce che nella culturgpgianese dopo la nascita, il cordone
ombelicale viene seccato e conservato in una scatolamentale per rammentare |l
vincolo di unione stretta tra madre e figlio. Stepsocedura viene spesso eseguita in
Senegal, dove e diffusa la convinzione che un na@agnto con il cordone possa avere
effetti benefici sui dolori di pancia del neonat@® popolazioni amerindie o della
Polinesia utilizzano diverse strumentazioni peiagdlio del cordone a seconda che il
nascituro sia maschio o femmina.

In questo modo si vuole sottolineare I'inserimeatéappartenenza del bambino ad
una specifica categoria che si distingue propribase al genere. Nel caso si tratti di
un maschio, si utilizzano un coltello o una freccial caso di una femmina vengono
invece impiegati un fuso o un bastone. Interessanémche il fatto che il cordone
ombelicale viene conservato insieme per esempiccapelli e alle unghie, per
preservare intatto lo spirito vitale del bambinessb. Numerose credenze e leggende
hanno riguardato il cordone ombelicale, in paracellegati alla mitologia dell’antica

Grecia. Il mito di Dedalo e del suo labirinto, asempio, contiene degli evidenti
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richiami simbolici al cordone ombelicale, nel caktto filo di Arianna oppure diventa
invece un nastro nel Mito di Afrodite e di suo fgEros, i quali, per scappare dal
terribile mostro Tifone, si trasformano in pesci.l& madre Afrodite a legare a sé il

suo bambino, per non smarrirlo durante la fuga.

Figura 2. Feto e cordone ombelicale
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3.2 Sangue di cordone ombelicale quale fonte di kdé staminali

Fino a pochi anni fa, il cordone ombelicale, undtav@eciso, diveniva uno scarto
biologico. L'interesse scientifico nei suoi conftosorse verso la fine degli anni '80,
quando furono messi a punto i primi trapianti ddalio osseo e contemporaneamente
venne definita la composizione e la caratterizzazidei componenti cellulari del
sangue cordonale. Infatti, oltre alla presenzaidegocomponenti, quali eritrociti,
leucociti e piastrine, il sangue del cordone ondaddi € ricco di diverse popolazioni di
cellule staminali, in quantitd molto maggiore rigpeal sangue periferico. Scienziati e
ricercatori hanno individuato tre classi principdli cellule staminali contenute nel
sangue del cordone ombelicale: cellule staminabmretiche (Hematopoietic Stem
Cells, HSCs), cellule staminali mesenchimali (Me$tgmal stem cells MSCs) e

cellule staminali multipotenti non emopoietichegifia 3).

Umbilical‘ cord blood
Hematopoietic stem cells Mesenchymal stem cells Non-hematopoietic
(HSCs) (MSCs) multipotent stem cells

Figura 3. Il sangue del cordone ombelicale contiene almempapolazioni di cellule
staminali. Ognuno ha le sue proprieta molecolagliilari uniche
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Cellule staminali emopoietiche (HSCs)

L’emopoiesi rappresenta il processo di formazioe#edcellule del sangue. Tutti i
componenti cellulari del sangue originano da unpotazione di cellule staminali
multipotenti definite cellule staminali ematopoatie attraverso una serie di eventi di
proliferazione e differenziazione piuttosto complgd/uller-Sieburget al., 2002). I
sangue del cordone ombelicale contiene cellule isEM emopoietiche
(Hematopoietic stem cells, HSCs) a differenti stadratterizzate dall’espressione di
antigeni emopoietici CD133, CD34 e CD45 come déscimizialmente da Knudtzon
nel 1974, mentre a distanza di dieci anni Leary ga®Wa dimostrarono 'esistenza di
cellule progenitrici emopoietiche maggiormente ptive. Inoltre & stato dimostrato
che le cellule staminali cordonali possono esséferenziatein vitro in specifiche

linee cellulari emopoietiche, quale linea eritrgideegacariocitaria e monocitica.

Cellule staminali mesenchimali

Le cellule staminali mesenchimali (MSCs), sono popolazione di cellule staminali
multipotenti riscontrate originariamente nel midotisseo e capaci di differenziarsi in
differenti linee cellulari. Il sangue cordonalepsésenta come un’eccellente alternativa
al midollo osseo come fonte di cellule staminaliserechimali. Tali cellule sono state
ampiamente studiate in confronto con le cellulengtali mesenchimali del midollo
osseo ed e emerso che, pur essendo morfologicamemmunologicamente simili a
gueste ultime, (entrambe mancano di antigeni dedigie quali CD133, CD34 e
CD45), presentano una maggiore versatilita diffeisiva (Biebacket al.,2004). La

presenza di cellule staminali mesenchimali &€ giatantrata anche nella Gelatina di
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Wharton (il tessuto connettivo mucoide che avvolgedue arterie e la vena del
cordone ombelicale e che fino ad ora e stato cermid come un tessuto privo di
utilitd): tali cellule sono state differenziate ioellule di tipo osteoblastico,
condrocitico, adipocitico, epatocitico e in cellyeoduttrici d’insulina. Esse inoltre
sono state anche differenziate vitro in osteociti, condrociti e cellule neurali ed

epatiche (Liwet al.,2011; Zhanget al.,2011).

Cellule staminali multipotenti non emopoietiche

Una popolazione particolare di cellule staminal monopoietiche multipotenti € stata,
inoltre, identificata anche nel sangue cordonaleesfe cellule staminali sono di
piccole dimensioni e sono presenti in bassa densitdangue del cordone ombelicale
e sono negative al marcatore emopoietico CD45treagbno state individuate anche
alcune cellule progenitrici endoteliali che nel ga@ cordonale contribuiscono al
microambiente emopoietico. Secondo alcuni ricerctdb cellule potrebbero avere un
ruolo nella terapia angiogenetica e di endotelimraz nel caso di trapianti di tessuti

bioingegnerizzati.

Prospettive terapeutiche derivanti dall’'uso dellellcile staminali cordonali

Intorno alla fine degli anni sessanta, I'approfonelinto del sistema d’istocompatibilita
human leucocyte antigdiLA) aveva portato ad avere i primi successi napianto

di midollo osseo allogenico in pazienti affetti stamunodeficienza severa. Thomas
nel 1969, creando ilSeattle marrow transplant tednstitui il vero e proprio trapianto

midollare nella pratica clinica, sia per paziengoplastici o leucemici, sia per altri
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pazienti affetti da altre patologie ematologichienenunodeficienze severe. Nel 1988,
oltre al trapianto di midollo osseo, si aggiunseptssibilita di trapianto di cellule
staminali emopoietiche, autologhe o allogenichagemite tramite aferesi dalla
circolazione periferica (Kessinget al.,1988).

Il ritrovamento nel sangue del cordone ombelicale allule progenitrici
ematopoietiche ha pertanto creato numerose aspett@f ricercatori e clinici. Il
primo esperimento di trapianto di cellule stamirehatopoietiche isolate dal sangue
di cordone ombelicale fu effettuato nel 1972 (Endea il primo successo clinico
venne ottenuto nel 1988 da Gluckman, per il tragtabam di un bambino di cinque anni
affetto da una forma severa di anemia di Fancomipdquesti primi tentativi,
l'interesse nei confronti del sangue cordonale, leuUante alternativa di cellule
staminali trapiantabili, € cresciuto notevolmengfa oggi il trapianto di sangue
cordonale e utilizzato sempre piu frequentemente baenbini e negli adulti che
presentano neoplasie maligne, in particolar mododmia acuta, che necessitano di
trapianto allogenico di staminali ematopoietiche cha non hanno a disposizione un
donatore compatibile tra i familiari (unrelated @¢dslood transplant) (Slatter, 2006).
Inoltre il trapianto di cellule staminali cordondla il vantaggio di una piu pronta
disponibilita in caso di difficolta a reperire uorthtore compatibile, e nonostante la
velocita di integrazione cellulare all'interno detbanismo possa risultare piu lenta, si
rileva una minore incidenza di insorgenza di re@zioontro I'ospite. Nel complesso,
comunque, il successo del trapianto dipende iralangsura dalla qualita del cordone
ombelicale (humero di cellule staminali) e dal gradi compatibilita HLA tra le

cellule contenute nel cordone e il ricevente. Lapscta delle cellule staminali
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multipotenti non ematopoietiche uniche nel cordamebelicale e la possibilita di
differenziare queste cellule in molti tipi cellulaliversi presenta il potenziale uso di
sangue del cordone ombelicale come strumento tetiapeper una vasta gamma di
malattie e disturbi. Ad oggi il sangue cordonalgi&@ stato utilizzato in una serie di
studi clinici mirati per il trattamento di alcune atattie neurologiche, tra cui
I'encefalopatia ipossico-ischemica e la paralisielbele spastica, e diversi studi
scientifici hanno indicato notevoli miglioramenteinbambini trattati, ma i rapporti
ufficiali devono ancora essere pubblicati. In ufroalstudio attualmente attivo, il
sangue del cordone viene utilizzato per il trattatoeli persone con lesioni al midollo
spinale, o affetti da malattia di Buerger, o cosidai cardiache o pazienti affetti da
diabete mellito di tipo 1. Gli studi clinici sonmeora in fase iniziale, ma le prime
indicazioni suggeriscono che le cellule staminadrdonali posseggono un alto
potenziale ed incrementano la speranza verso lappa di terapie efficaci per i
disturbi e le lesioni che hanno larga diffusiorlesdngue non idoneo per il trapianto
(percentuale di staminali troppo ridotta) puo itealativa essere utilizzato sia a scopo
di ricerca, sia per la produzione di gel piastinion emocomponente per uso topico,
di origine autologa od allogenica, ottenuto tramaggregazione di un concentrato
piastrinico messo a contatto con calcio e fattooi gggreganti biologici (trombina) o
farmacologici. L'uso topico del gel, caratterizzata un’ampia plasticita e
modellabilita alla sede di applicazione, accelardgarazione tissutale sia cutanea che
ossea. Esso e di largo uso nella chirurgia mafaléziale, ortopedica e nella cura delle

ulcere torpide cutanee. La possibilita di non digere il sangue cordonale quando
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risultato non idoneo per la conservazione a scopoadianto rappresenta una valida

opportunita di valorizzare il gesto solidaristicelld donazione.

3.3 La donazione e I'etica del dono

Oltre alla connotazione simbolica intrinseca delddone ombelicale, appare evidente
una relazione ed un’associazione al significatdosimo del dono.

Nel 1924 Marcel Mauss, un sociologo che ha formitmtributi significativi alla
tematica incentrata sul significato della pambtaq ha pubblicato il testoEssai sur le
Don: Forme et Raison de I'Echange dans les Socitésaiques”,nel quale analizza
approfonditamente il concetto del donare. L’autevalenzia il carattere volontario e
insieme obbligatorio della donazione che si aréidoltre passi correlati: dare, ricevere
e ricambiare. Per Mauss il punto principale & simente il terzo; egli inoltre cerca di
individuare quali meccanismi, anche spirituali,undno a ricambiare il dono che si e
ricevuto e analizza quali possano essere i legamoldro coinvolti nella donazione.
Pertanto questa analisi interessatoto la vita sociale, tanto che lo stesso Mauss
definisce il dono come un evento sociale. L'inteita sociale delle comunita da lui
studiate, si basa su numerosi scambi, il cui seéofgocreazione ed il mantenimento di
legami sociali. L’essenza fondamentale del doneréfauss la presenza in esso dello
Hau, termine che indica il valore simbolico che la@@quisisce al momento della
donazione e che, proprio in virtu dellessere danaltrepassa I'ambito economico
che si riferisce solo al lavoro e alla materia @ridi cui e costituita. In seguito, Alain
Caillé, nelle sue pubblicazior@ritique de la Raison Utilitarist€1989), e nellEsprit

du Do (Godbout & Caille, 1992), afferma che tali gesing esclusivamente dettati
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dalla liberta e rappresentano passi decisivi pesvituppo di una societa migliore.
Egli, infatti, tenta di conciliare due aspetti famentali del dono: la volontarieta e
I'obbligo. Caille definisce il dono come “qualsiviag concessione di beni o servizi
effettuata senza alcuna garanzia di ritorno, céd $me di creare, perseverare e
rigenerare il legame sociale.” Il dono si collonaguella zona tra I'obbligo e la liberta,
l'interesse e il disinteresse. Il dono é allo ste$smpo scambio condizionale e
incondizionale, interessato e disinteressato. N#)22 un altro sociologo, Marcel
Hénaff, ha descritto tre tipologie di donazioneadarma “cerimoniale” (che richiede
I'obbligo a ricambiare), una forma “gratuita” (et da una spontanea generosita) ed
una forma di “mutuo soccorso” (che denota una dsimere sociale delle comunita).
Nel suo testo Donner le Temps: la Fausse Monnai@”filosofo Jacques Derrida
analizza quattro aspetti cardine relativi al tema questione: alla donazione é
necessario associare la reciprocita, colui che stirdgario del dono non puo
restituirlo, parzialmente accettarlo o rimborsdrelanatore, la scomparsa del dono
implica la scomparsa del donatore ed infine il dowo puo rimanere tale se il suo
status di “concesso liberamente” svanisce 0 non € maipayep. Benveniste nel
vocabolario indoeuropeo (1969) evidenzia che nkflgua greca vi sono cinque
differenti sensi e termini riconducibili al donalerivanti dalla stessa radice che indica
il dare:dos doron, dorea dosis dotine Il primo, dos,di senso molto generale, indica
unicamente la valenza positiva del dadenare e bene, sottrarre e maletforon,
doreae dosissi concentrano sull’aspetto concreto del dono: aove scambio e la
transazione. bron € il dono in quanto tale, I'oggetto donatgrea indica I'atto

concreto di portare e destinare un dono, infilesisindica propriamente I'atto del
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donare, ovvero offrire un impegno, una promessdotio, ma che implica anche la
ricompensa o lofferta di un premio per unimpresampiuta. Infine dotine
rappresenta una sorta di dono obbligato ovvero tomo offerto ad un capo che si
vuole onorare o il dono al quale si & tenuti neifoanti di un ospite”. Pur tenendo
conto di queste osservazioni sociologiche e filebaf, € fondamentale notare che i
significati del termine dare non sono esclusivamesimbolici. Essi hanno
sicuramente conseguenze pratiche importanti: ilattio sulla donazione in
opposizione alla conservazione autologa del samgurdonale rappresenta senza
dubbio un problema di relazioni sociali. Titmussl| suo testo rivoluzionario del 1970
The Gift Relationship: From Human Blood to Sociali€y, analizza su base sociale i
sistemi di reclutamento e donazione del sangueghilterra e Stati Uniti. Secondo
Titmuss, il sistema inglese fondato sulla donazieolentaria risultava piu efficiente
rispetto a quello statunitense fondato sulla remamene monetaria, sia
quantitativamente sia qualitativamente. La donazienlontaria aveva cosi anche
I'effetto di migliorare i legami di solidarieta date e la fiducia tra i membri della
comunita. Inoltre egli sostiene che anche la cualiélla donazione ne beneficia:
infatti, quando I'oggetto della donazione, in qoesaso l'autore si riferisce al sangue,
assume la connotazione di merce, la sua qualitdsnéia danneggiata. L'uomo e
creato per donare, nel dono si realizza e pienarae tale. Cio diventa sempre piu
evidente se correlato alle caratteristiche di giatiDiverse possono essere le cause
che inducono alla donazione, ma unico e il finemiore verso l'altro. 1l dono crea una
“catena libera”, poiché esso é contagioso, coirev@ginnova. Chi dona innesca un

meccanismo di sensibilita, solidarieta, generoshta difficilmente si arresta. Ed e
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proprio in questa ottica che si inserisce la dayazidel sangue di cordone ombelicale
(estendibile anche alla donazione di organi e@s3a rappresenta un banco di prova
della capacita dell'uomo di elevare la sua digritdal caso il valore del dono riesce a
raggiungere vette elevatissime, perché il donosspesdestinato ad un “altro” senza
volto, di cui si ignora la storia e da cui diffitiente si potra mai ricevere un

ringraziamento.

3.4 Donazione autologa ed allogenica: quali vantatyy

Il sangue del cordone ombelicalgnibilical Cord Blood, UB rappresenta una ricca
fonte di cellule staminali multipotenti, aventi ed¢a capacita di rigenerazione e
differenziazione nelle diverse linee cellulari daljanismo. Esse pertanto sono delle
quotate candidate per il trattamento di un’'ampimiga di patologie, proprio in virtu
del loro potenziale rigenerativo in particolare abllule emopoietiche, epitelial,
endoteliali e tessuti neurali sim vivo che in vitro (Rosenthalet al., 2011).
Attualmente le cellule staminali cordonali sonolizgate con successo per |l
trattamento di neoplasie ematologiche, quali leueem linfomi, ma anche per
patologie = ematologiche quali insufficienze  middllar mono/plurilineari,
emoglobinopatie, istiocitosi, disordini congenigldistema immunitario. | successi
attuali e potenziali ottenuti tramite trapianto lepossibile utilizzo nella medicina
rigenerativa delle cellule staminali cordonali hanmreato elevate aspettative
scientifiche e popolari e un crescente interesdléstimizione e nello sviluppo delle
biobanche per lo stoccaggio di unita sangue cotdomgertanto disponibili ad uso

trapiantologico. Nel quadro normativo italiano squssibili tre tipi di conservazione:
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Conservazione di cellule staminali da cordone gerallogenico, cioe destinate
a riceventi differenti dal donatore, come fine asttlamente solidaristico;
Conservazione di sangue da cordone ombelicalandé&stal neonato che
presenta una patologia al momento della nascitaepaca prenatale, oppure ad
uso dedicato ad un consanguineo che al momenta G@altolta manifesti una
patologia trattabile con le cellule staminali cardb previa presentazione di
motivata documentazione clinico-sanitaria;

Conservazione per uso dedicato a famiglie genetgoganpredisposte ad avere
figli affetti da patologie, per le quali si propofiatilizzo di cellule staminali
cordonali, con apposita dichiarazione clinica glata da uno specialista;
Conservazione per uso autologo-dedicato, riseragtarticolari patologie non
incluse nel decreto del 2009, ma per le quali soportati dati scientifici
accertati che evidenzino la possibilita di utilizdelle cellule staminali isolate

da cordone.

Secondo Rocha & Locatelli (2008), esistono sos#dinziogistici benefici clinici
nell'uso allogenico del sangue di cordone ombedicekpetto ad altre fonti di cellule
staminali per trapianto: a) disponibilita piu immnegd di unita di sangue cordonale; b)
minore incidenza e severita della malattia deli&ago contro I'ospite (GVHD); c)
minor rischio di trasmissione di infezioni da virlegenti, come il citomegalovirus
(CMV) e virus di Epstein-Barr (EBV); d) assenzaridchio per il donatore. Tuttavia,
esistono anche alcuni possibili svantaggi nell'dscellule staminali cordonali, come
discusso da Samuet al, (2008). Il sangue del cordone ombelicale contieme dose

di cellule staminali piuttosto limitata, inoltre titapianto presenta tassi di fallimento
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elevati ed elevata possibilita di infezioni. Recesiudi suggeriscono che questi
inconvenienti possano essere ovviati mediante tilaptanto di due unita di sangue
cordonale provenienti da differenti donatori; o taacl'utilizzo di protocolli per
'espansione del volume di sangue cordonale, auaneot di conseguenza anche la
quota di cellule staminali. Inoltre sono in corstuds per valutare la fattibilita
dell’'espansione‘ex vivo” delle unita di sangue cordonale (Escalo & Komanduri
2010). Pertanto, sulla base di tali considerazikunsp allogenico di cellule staminali
isolate da cordone sembra soddisfare il principibesheficenza. Come dichiarato da
Di Sciascioet al., (2007) “le cellule staminali hanno I'obiettivo tiarato di curare o
di controllare le patologie che non possono esgestite tramite i correnti protocolli
di trattamento. Pertanto le intenzioni di color@ chirano all’'utilizzo delle staminali si
qualificano in linea di principio come positive, quanto riflettono un punto centrale
dell’'etica medica: la tutela della vita e la saldé& paziente”.

Al contrario delluso allogenico, per quanto rigdarl'uso autologo delle cellule
staminali cordonali non esistono evidenze sciaftdi consolidate a sostegno della
concreta utilita di tale pratica. Infatti in letéura scientifica sono riportati solo 3 casi
contro i 100.000 per il trapianto allogenico. Irtalare il primo caso di trattamento
di leucemia infantile risale al 2007 (Hayaatial., 2007), tuttavia ad oggi compaiono
gruppi piu consistenti di pazienti trattati conmsiaali autologhe. Studi recenti hanno
riportato l'utilizzo delle staminali autologhe rellmedicina rigenerativa per |l
trattamento di lesioni ortopediche, nel trattamedéd’infarto del miocardio e nel
trattamento del diabete mellito di tipo 1, e in@as danni cerebrali, i risultati sono

ancora preliminari o necessitano, comunque, drialieapprofondimenti (Halleet al.,
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2008), (Harris, 2009) (Zhao & Mazzone, 2010), (Arigakayet al., 2010). Alcune

Societa Scientifiche di Ginecologia ed Ostetric@ammo espresso pareri differenti circa

la donazione autologa di cellule staminali cordonélsono due elementi che rendono

controproducente la scelta terapeutica del trapiantologo di staminali cordonali:

il non beneficiare dell'effettograft versus leukemjaovvero la reazione
immunoterapica verso le cellule malate ritrovahiticora in circolo, infatti le
cellule differenziate a partire da staminali preleve infuse nel medesimo
paziente, spesso non riconoscono le cellule malaetene estranee
all’organismo;

il possibile innesto, oltre delle cellule stamin&blate, anche della radice
genetica della patologia che si sta cercando difgygere. (Ministero della
Salute; American Society for Blood and Marrow Traastation Committee

Report.)

Cio e particolarmente specifico per la leucemidlarguale ormai € nota I'esistenza di

cellule preleucemiche (Galet al., 1197), ma anche per emoglobinopatie o altre

patologie ereditarie per le quali il difetto genetié gia presente al momento della

nascita.

Quando si verifica il caso che in una famiglia ighié sia affetto, o ci sia il timore che

i figli possano essere affetti, da patologie grappure vi siano evidenze scientifiche

per le quali Sussistano comprovate evidenze scientifiche diassipile impiego di

cellule staminali del sangue da cordone ombelicale anchdl’anito di

sperimentazioni cliniche approvatsecondo la normativa vigente{Decreto 18

novembre 2009)ge proposta e consigliata la conservazione dedidatasangue
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cordonale dei figli. In tali casi la sacca vieneconservata, con le spese finanziarie
sostenute dallo Stato, in una struttura pubblicéd sdo impiego e riservato ai fratelli
del donatore nel caso in cui manifestino la malatte probabilita di compatibilita tra
fratelli si aggira intorno al 25% (World Marrow DanAssociation). La possibilita di
utilizzare le cellule staminali emopoietiche da dmre ombelicale prelevato alla
nascita di un bimbo per il trattamento di patologravi, non ha posto in secondo
piano le considerazioni e le implicazioni bioetictiee riguardano la raccolta e la
conservazione di questo materiale biologico coskipso. In questi anni, numerosi
Comitati Nazionali di Bioetica hanno analizzato gp@fondito i pareri differenti
riguardo I'uso di sangue cordonale, al fine di fatane pareri specifici sia in vista di
una legislazione nazionale sia perché necessari efsyorare linee guida alle
possibilita di donazione autologa o allogenicaatepi raccolti in Europa sono stati
ricevuti dall’Austria, dal Belgio, Cipro, Franci&recia, Irlanda, Italia. Tali Comitati
hanno elaborato pareri simili e ben rappresentatienconclusionidel Comité
Consultatif National d'Ethique pour les Scienceslal&/ie et de la SantéComitato
francese che ha evidenziato criticita etiche, imtipalare per l'utilizzo di sangue
cordonale per uso esclusivamente autologo. Tatedipconservazione contraddice |l
principio di solidarieta senza il quale nessunaetae in grado di perseverare; inoltre
sovverte il concetto di donazione volontaria qued&imonio sociale per la vita, quale
elemento fondante e consolidante dei rapporti ici8e ogni madre donatrice si
orientasse verso la donazione autologa, si asslidierad una consistente diminuzione
della disponibilita delle unitd di sangue cordondlenate ai fini trapiantologici

allogenici; cio comporterebbe tempi di attesa esgzossibilita di trarre vantaggi da
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tale procedura terapeutica notevolmente ridottitittavia considerato in particolare il
principio di autonomia o il diritto allautodeternazione fondati sul diritto di
espressione del proprio consenso in conformitd@rrazioni complete e trasparenti.
Beauchamp e Childress (2001) hanno identificatauralgpassaggi essenziali che
contribuiscono al rilascio di un consenso informat® parte del donatore: a) la
competenza per una scelta volontaria e libera,abdmunicazione di elementi
informativi completi e trasparenti, c) il raggiunggnto di un consenso, ovvero una
decisione a favore di un progetto e la conseguauterizzazione a farne parte. Nel
particolare contesto che riguarda la raccolta erlaconservazione di sangue di
cordone ombelicale, l'attuazione delle suddette fa® del processo di consenso
presenta diverse problematiche. Una fondamentastigme riguarda I'appartenenza e
I'effettiva proprieta dell’'oggetto in esame, ovvakr@ordone. Alcuni ritengono che la
proprietaria reale sia la madre che, in quantq &bia diritto di concedere o meno il
consenso; altri invece ritengono l'effettiva prepé del cordone attribuibile al
bambino, che essendo incapace giuridicamente dines@ consenso favorevole o
contrario delega la decisione ai genitori (Peti2@10). Nonostante le differenze tra le
normative vigenti, e tra le differenti posizionifdosofi, giuristi, bioeticisti e scienziati
circa lo statuto ontologico del feto, un bambinanptetamente formato fuori dal
grembo materno € riconosciuto come persona avenitte al tutti gli effetti e pertanto

il cordone rappresenta proprieta del bambino natdgtavia quest'ultimo non € in
pieno possesso delle capacita di comprensione di agpetto ed € incapace di
rilasciare un consenso. Accettando questa intexpitete, € necessario riconoscere che

la madre pud concedere il consenso a nome del bamlmondividendone la
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responsabilita con il padre che dovrebbe esserwalbd nella concessione del parere.
Altri punti rilevanti sui quali € necessario pofigtenzione riguardano la tipologia di
informazioni che sono fornite alla coppia per ottenil consenso. Nonostante la
proibizione di ogni forma pubblicitaria a favorelldeconservazione autologa, prevista
dal Decreto legge del Novembre del 2009, spess@evono informazioni tramite
incontri, organizzazioni, e promozioni di siti imet che sponsorizzano la
conservazione autologa di sangue cordonale pressthb private. Solo in un secondo
momento, le stesse fonti di informazione fannorinfiento al Ministero della Salute e
alle banche pubbliche. Inoltre difficilmente vietlgarita la distinzione tra il trapianto
autologo ed allogenico di cellule staminali emofiole, ed esiste una radicata
tendenza, anche da parte di medici legati a bapadkate, ad interpretare i dati della
ricerca di base in maniera troppo favorevole. Naaso infatti il Comitato Nazionale
per la Bioetica raccomandava“faedisposizione di idonei strumenti di informazen
del pubblico non specialistico in ordine alle resiche applicazioni terapeutiche delle
cellule staminali derivate da cordone ombelicalenfortate dagli sviluppi delle
conoscenze scientifiche a riguarddJna unanime uniformita di giudizio si registra
sulla tempistica con cui il consenso informato deassere ottenuto. Numerose
Associazioni mediche e Comitati Etici internaziopataccomandano che le
informazioni necessarie e precise siano rilascategenitori con ampio anticipo
rispetto alla data prevista per la nascita deldjghl fine di poter concedere il giusto
lasso di tempo per approdare ad una scelta consligpev decisa. L'Accademia

Americana Pediatri, suggerisce addirittura che ¢ppee che abbiano rilasciato
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consenso favorevole prima del parto, confermindofa scelta anche dopo il parto
stesso (American Accademy of Pediatrics Policyestaint, 2007).

Secondo laAmerican Medical Associatioi2007) “Il consenso informato per la
raccolta di cellule staminali del sangue del coedlombelicale deve essere ottenuto,
quando possibile, prima dell'inizio di ogni pos$battuazione. | possibili legami di
medici con banche pubbliche o private di sangudamale devono essere comunicati
durante il processo di consenso informato. Gli #ddelavori non possono accettare
in alcun modo finanziamenti o incentivi per la fituna di campioni alle banche”. In
Italia ci sono due possibili vie da intraprendeee fa raccolta del consenso informato.
Per la conservazione ad uso autologo, le struttpexcializzate, individuate dalle
regioni, forniscono e ricevono il foglio informativsottoscritto poi dalla coppia
consenziente. Inoltre, in tal caso, la coppia tticeprende contatti diretti con la o le
banche private scelte per la donazione e con @ps#asun contratto diretto. In caso di
donazione allogenica, il consenso informato viegeolto dopo colloquio informativo
dal presidio ospedaliero, dove avverra la nas@tdodmbino. Occorre ricordare che in
altri paesi sono in vigore leggi che impongono a&dmi o agli ostetrici, che sono
coinvolti nella raccolta e nella conservazione a@ngue di cordone ombelicale, di
dichiarare qualsiasi possibile conflitto di intesese la quota del compenso attribuita

loro per lo svolgimento di tale attivita.
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3.5 Origine ed istituzione delle biobanche di cordee

Un punto di svolta per il progresso scientificceeriologico € avvenuto nel 2003, con
la mappatura, completata poi nel 2006, del genomano, tramitdo Human Genome
Project, progetto al quale hanno partecipato scienziatiegusa gli altri, James D.
Watson. Da allora le biotecnologie sono avanzasore pertanto emerse esigenze
nuove, che hanno portato alla necessita di consena di materiali biologici
utilizzabili ai fini della ricerca e di identificaane e classificazione. Nasce da qui il
fenomeno del“Bio-Banking”, ovvero viene creata una nuova struttura definita
biobanca. Il Consiglio d’Europa, nella Raccomanadiazidel Marzo 1994, ha definito
la biobanca come‘Un’organizzazione no-profit che deve essere udfitiente
riconosciuta dall’autorita sanitaria competente thiegtati membri e che deve
garantire il trattamento, la distribuzione e la ®rvazione del materiale secondo
certi standard di qualita e di professionalitaUn’altra definizione soventemente
citata nei documenti internazionali € quella esdralalle Regulations dell’European
Biobank dell’'Universita di Maastrichtche indicano la biobanca come “una unita
operativa che fornisce un servizio di conservaziergestione del materiale biologico
e dei relativi dati clinici, in accordo con un coelidi buon utilizzo e di corretto
comportamento e con ulteriori indirizzi forniti d@omitati Etici ed Universita” (De
Robbio & Corradi, 2010). Dal punto di vista sciéiot, il termine ‘biobank” risale al
1996, quando apparve per la prima volta in artignlbblicato da Loft e Poulsen, due
ricercatori di clinica farmacologica dell’Univeraitdi Copenhagen. In questo studio la
biobanca € indicata come sede di svolgimento dhitatidi stoccaggio e conservazione

di materiale biologico, destinato a fini diagnosstterapeutici o di ricerca. Nel lavoro
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in esame, dunque, si richiamava il contesto dettarca biomedica. Seguendo la
classificazione stilata dalBiobanking and Biomolecular Resources Research
Infrastructure Italia, le biobanche umane, che raccolgono celltdssuti, sangue e
derivati, liquidi biologici, linee cellulari e adichucleici, possono essere suddivise in
tre grandi aree: a) Biobanche orientate alla maldt) Biobanche di popolazione, c)
Tessuti d’archivio. Tra le biobanche orientate dattia, un numero consistente e
rappresentato dalle banche oncologiche e genetich@sistono altre biobanche che si
occupano di patologie cronico - degenerative, qdialbete, malattie cardiovascolari,
morbo di Alzheimeir. Tuttavia nell’'ultimo decenngmno incrementate le banche ad
indirizzo terapeutico, quali le biobanche di cordambelicale e di cellule staminali,
che raccolgono e conservano campioni idonei ditat clinico per fini terapeutici.
Come gia espresso in precedenza, il sangue coeslomapresenta una ricca fonte di
cellule staminali emopoietiche, simili alle cellugaminali localizzate nel midollo
osseo. Fino ai primi anni ‘80 del secolo scorsofrapianto di cellule staminali
emopoietiche era esclusiva dei pazienti affettiedewemie acute e le cellule staminali
innestate erano di provenienza del midollo. Rigalece al 1988 (Gluckmaet al.,) il
primo trapianto di cellule staminali emopoietiche\enienti da sangue di cordone
ombelicale: si trattata di un paziente pediatriffeteo da anemia di Fanconi, al quale
furono trapiantate cellule staminali isolate datdome della sorella. La possibilita
concreta che le cellule staminali emopoietiche @onte nel sangue cordonale,
potessero rappresentare una valida alternativagrednper i bambini, al sangue
midollare, apri nuove prospettive terapeutiche,uagthdo l'istituzione di banche

adibite alla crioconservazione di sacche di sangweonale in tutto il mondo. La
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prima banca per la conservazione di sangue cord@nsbrta a New York nel 1991, ad
opera di Rubistein, creata in seguito al succeskprimo trapianto di cellule staminali
emopoietiche isolate da cordone ombelicale, trdpigme si sono susseguiti anche
negli anni successivi con risultati favorevoli (Fudiein et al., 1995; Kurtzberg,
1996). | risultati ottenuti hanno suggerito I'opporta di disporre a livello mondiale,
di una quantita di sangue cordonale selezionato elevata qualita. Inoltre sono
incrementati gli sforzi da parte dei ricercatorir p@ sviluppo di protocolli volti a
migliorare la raccolta, lo stoccaggio e il rilasaounita di sangue cordonale per il
trapianto in pazienti che avessero o non avessgainii di parentela con i donatori. La
constatazione che la malattia del trapianto cotibspite (GVHD) era ridotta nei
trapianti di sangue cordonale rispetto ai trapiantbase di midollo, ha stimolato
ulteriormente la necessita di istituire banche sdello adottato da Rubinstein.
Infatti, le prime banche pubbliche compaiono tral992 e 1993 anche in Europa
(Parigi, Milano, Dusseldorf, Liegi, Regno Unito)dAoggi il Bone Marrow Donors
Worldwide (BMDW), fondato nel 1988 a Leiden (Olanda), cosside il piu grande
registro internazionale di donatori di midollo ass® 'organizzazione che gestisce a
livello mondiale le banche di sangue cordonalendado informazioni centralizzate e
anonime. Esso rappresenta un database ampissimigneado circa 14 milioni di
donatori di cellule staminali cordonali e gestenda rete di circa 44 banche cordonali
in ben 26 paesi. Inoltre nel 1994 e sorteufopean cord blood banking groue si
occupa di regolare la raccolta, la conservazionie deita di sangue ed inoltre
identifica linee guida etiche e giuridiche per rageentare la cooperazione

internazionale in questo settore (Gluckman, 1994).

68



3.6 La possibilita di scelta tra banche pubbliche private

La dimostrazione che le cellule staminali isolatea daordone ombelicale
rappresentavano una valida alternativa al sangdeliaie per i trapianti, ha favorito
la costituzione di banche per la crioconservazidnsacche in tutto il mondo. Si
possono identificare differenti tipi di banche iask all’aspetto giuridico (pubblica o
privata), in base al tipo di attivita condotta (jitro no profit) e anche in base al tipo di
donazione (allogenica, autologa o dedicata)b&eche pubblichaccreditate no profit
ricevono il sangue del cordone ombelicale in segak consenso informato dei
genitori. Le sacche sono analizzate e ne vienetatalu'ammissibilita per la
conservazione (quota rilevante di cellule stamjradsenza di patologie). Se l'unita di
sangue soddisfa i suddetti requisiti, viene inaent registri mondiali a disposizione
dei centri nazionali ed internazionali di trapia@uerolet al.,2012). In questo caso
il sangue cordonale diventa proprieta della banghbblica per il successivo uso
clinico. Circa il 20% delle unita di sangue cordienaccolto soddisfa i criteri stabiliti
per la crioconservazione (Suet al., 2010). | campioni non ammessi alla
crioconservazione possono essere destinati atbecece in tal modo la societa riceve
un beneficio anche dai cordoni di scarto (Boreke#l., 2010). La maggioranza delle
banche coopera tra loro attraverso banche datiuttabdi pubblicamente, quali
I’Associazione mondiale donatori midollo osseo (Baviarrow Donors Worldwide,
BMDW), la fondazione NETCORD, la National Marrow @ Program (NMDP) e
numerosi registri nazionali, al fine di fornire libero accesso a tutti i pazienti in

necessita. Nelldanche privatedi sangue cordonale, i campioni vengono raccolti e
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conservati per uso individuale da parte delle féimig rimangono di proprieta del
bambino sotto la tutela dei genitori. In tal casogdonazione presso la banca privata
puo essere destinata ad uso autologo o allogemiweyo per il donatore neonato o per
qualche membro familiare che ne necessitasse, ma ssclusivi della cerchia
familiare e non disponibili per il pubblico. Ed eoprio quest’ultima la critica piu forte
che viene obiettata alle banche private (Smith,120moltre dati clinici e scientifici
dimostrano che le possibilita che lindividuo trapiato con il suo stesso sangue
cordonale sviluppi la patologia nuovamente, sonomese tra o 0.04% e lo 0,005%
(Annas, 1999). Nel registro mondiale del Bone Maridonors Worldwide si riporta
che circa 650.000 unita di cordone anonime sorte sé&colte, conservate e registrate

al sito web della BMDW (BMDW Marrow Donor di: httgeww.bmd.org. Non é nota

la quota di campioni raccolti e crioconservati @ddanche private: due delle piu grandi
banche private degli Stati Uniti indicano sui Isiti web che dispongono di circa
500.000 unita memorizzate ognuna. Tuttavia circaD(Bb trapianti emopoietici di
cellule staminali sono stati effettuati tramitedienazioni allogeniche, contro i <1.000
trapianti autologhi negli ultimi decenni (Armitag2016). Esistono inoltre ulteriori
modelli di banche oltre agli standard pubblici e/@ii: banche a direzione familiare,
banche miste, ed altre. Ad esempio nel Regno UBitanson ha lanciato il Virgin
Health Bank, un esperimento innovativo a doppiocbggio pubblico e privato: il
20% del campione viene crioconservato ad uso ripat il bambino e per la famiglia
del donatore, I'80% diviene pubblico e quindi astieife a chiunque nel mondo senza
alcun costo. La sfida della Virgin Health Bank eelip di combinare le potenzialita

note della donazione allogenica con le applicazéiniso autologo (Lancet, 2007).
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Occorre sottolineare un aspetto fondamentale veladlle banche private: esse
impongono una tassa all'accettazione del campidneq(ito compresa tra i 1300 e i
1700 €) ed in piu una quota annuale di conservaz{@allen, 2010). Diversi studi
hanno stimato che esiste un numero sopraelevatanidia di sangue cordonale
crioconservate rispetto alle reali esigenze detflpofazione. La quantita di unita da
conservare nelle banche, i vantaggi in terminifiitevi trapianti pertanto dovrebbero
essere valutati tenendo conto anche dei costitifib@me la dimensione appropriata
delle strutture di crioconservazione appare fonddate non solo per ragioni cliniche
(al fine di garantire una corrispondenza tra doraaedfferta), ma anche ragioni di
sostenibilitd economica (Petrini, 2014).

| costi per ogni unita di sangue cordonale crioeoveto in banche pubbliche ai fini
trapiantologici, riportati dalle reti internazionatono stati oggetti di numerosi studi da
parte di differenti autori. Secondo Sirché& al., (1999), i costi per ogni unita
crioconservata ottengono un recupero dopo circardl. Uno studio piu recente,
Howard et al (2005), ha stimato che il costo per ogni unitasgiata in una banca
pubblica varia tra $ 15.336 (per un inventario @O®O0 unita UCB) e $ 92.675 (per un
inventario di 300.000 unita).

Numerosi gruppi di ricerca continuano a indagar#'uslita dell’'uso di sangue
cordonale a scopi terapeutici, in particolare pérattamento di disordini emopoietici
ma anche per riparare i danni causati da malattidiache e infarti, diabete mellito,
patologie cerebrali e midollari, lesioni traumagclke ictus (Kogleret al., 2009).
Secondo alcuni autori la rivalutazione dell'utilizautologo di sangue cordonale ai fini

terapeutici e sperimentali, motiva un attento mesanei confronti delle banche private
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(Rosenthakt al, 2011) e in particolare andrebbero incoraggiatbdnche di sangue

cordonale definite “familiari” (Gluckmaret al., 2011). Il sangue cordonale, sia se
donato ad una struttura pubblica, privata o famali@appresenta un prodotto cellulare
unico. Al fine di garantire il successo dell'utiiz di tale fonte biologica sia ad uso
autologo che allogenico ed esprimere la reale p@bia di esso, € essenziale che
siano seguiti gli standard internazionali. Il seftonedico che si occupa del sangue
cordonale, le banche pubbliche e private, i dom&arriceventi devono collaborare

per migliorare la qualita delle banche e crearevauapportunita che contribuiscano al

benessere dell'individuo e della societa

3.7 Dibattito etico sulla regolamentazione delle bbanche: analisi

comparativa tra pareri di differenti Comitati Etici .

Il crescente utilizzo del sangue cordonale nellasgr clinica rende necessaria
un’attenta riflessione etica sia sul suo utilizg@ sull’istituzione delle banche per la
raccolta, la conservazione e la distribuzione doegllo stato attuale, il pensiero etico
e polarizzato e diviso tra coloro che sostengor\wcle un insieme di principi comuni
a tutti gli esseri umani, indipendentemente dailéeénze di religione, politica e
cultura; e coloro che ritengono che i principi eBono specifici e diversi per ogni
cultura. Coloro che appartengono al primo gruppadiscono i principi comuni alla
base della tradizione etica della medicina: ovvigpoincipio di beneficenza, della non
maleficenza, dellautonomia e della giustizia (Bdaamp & Childress, 2001).

L'obbligo etico di beneficiare il paziente, espati@o al minimo rischio possibile, € la
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considerazione di base per affermare la validitd'ude di cellule staminali
emopoietiche cordonali nel trattamento di malapecifiche. La scelta di utilizzo di
sangue cordonale a dispetto del midollo osseo deeuea serie di motivazioni, quali
una assenza di rischio medico per il donatore,disonibilita immediata delle unita
conservate, una maggiore possibilita di avere camnger le minoranze etniche. A
guesti vanno aggiunti ulteriori possibili vantagdgtenibili, quali un numero di cellule
staminali sufficienti a garantire I'attecchimenta segli adulti sia nei bambini, minore
rischio di sviluppare malattia contro I'ospite (GWIH dopo trapianto, essendo Il
neonato da cui viene prelevato il cordone “immugaamente” debole (Wagner &
Gluckman, 2010). Il principio di beneficenza spepero viene violato o ignorato
dalle banche private, in quanto prospettano speése promesse, come quella di una
“assicurazione biologica” per la quale tuttavia resiste nessuna prova scientifica;
inoltre & assicurata la conservazione e la disgldgaibllimitata e pronta in ogni
momento della vita del donatore. Secondo uno stoalmpiuto da Broxmeyer (2010),
I campioni di sangue cordonale potrebbero essergec@ati in buone condizioni fino a
ventitré anni. L’obbligo ippocratico della medicimapone la necessita grimum non
nocere Non € noto se nelle banche private per ragiooanemiche o di lucro, le unita
di sangue conservate siano sottoposte agli stessiodli richiesti per la conservazione
in banche pubbliche, il che potrebbe comportarequadita inferiore rispetto all’'unita
crioconservate nelle banche pubbliche (Satnal., 2010). Se lo Stato rispetta il
principio di autonomia, garantisce anche il dirittelle persone di scegliere
liberamente. L’ottenimento del consenso informat@ppresenta un passaggio

indispensabile per assicurare il rispetto dell'aotmia della donna donatrice. Inoltre
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sono necessari la salvaguardia della riservatex #aispetto della privacy della donna
e del bambino, applicando le medesime cautele andimente richieste dalla raccolta
di sangue per differenti finalita mediche. Ancavagcorrera assicurare adeguatamente
il rispetto della confidenzialita nelle eventuadilazioni tra la donna donatrice e la
banca in cui le unita di sangue sono conservatr@€ehe promuovono le banche
pubbliche sostengono che ogni decisione individlibéra sia espressione del rispetto
del principio di giustizia sociale, infatti le bdrec pubbliche, essendo supportate
economicamente dallo Stato, sono in grado di ridponalle esigenze di salute di tutti
I cittadini, tenendo conto del diritto alla salutietutti. Al contrario i promotori delle
banche private ritengono che non tutte le aziorbbdeo essere regolate dalla
solidarieta sociale, essendo quest’'ultima unaacil tutto volontaria. Per quanto tale
posizione sia ragionevole, € necessario ammettbee spesso la mancanza di
solidarieta priva di valore le azioni libere indluiali. Ad oggi 9 Comitati Etici degli
Stati membri della UE hanno pubblicato pareri citdaancaggio di sangue cordonale
e ogni valutazione etica e stata fondata su d&nsfici e clinici in possesso. La
maggioranza dei pareri possono essere riassunpirimeipi elencati dathe European
Group on Ethics in Science and New Technologie€E(E®| suo parere n.1%thical
aspects of umbilical cord blood bankingubblicato a Marzo del 2004. Secondo
L’EGE ci sono diversi principi etici fondamentahe& devono essere considerati per le
banche di sangue cordonale: rispetto della digmiteana, dell’autonomia, principio
della giustizia sociale e della solidarieta, pnmei di beneficenza e della non
maleficenza, rispetto della privacy e della propmnalita tra mezzi e obiettivi. Tutti i

comitati sottolineano I'importanza delle banche lgidine per il trapianto allogenico
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mentre l'attenzione e la rilevanza alluso autologono piuttosto ristrette. La
maggioranza delle opinioni suggeriscono che l'usiblago dovrebbe essere limitato.
La commissione Austriaca raccomanda l'utilizzo dinbhe pubbliche di sangue
cordonale per uso allogenico e addirittura scoissigl creazione di banche pubbliche
(Bio ethikkommission Bundeskanzleramt, Austrian tBioe Commission at the
Federal Chancellery, 2008)I Comitato belga, mostra maggiore apertura veeso |
banche private e familiari anche se non tutti i rngreono favorevoli all’istituzione di
banche private con risvolto commerciale; la Comiarss di Cipro invece si mostra a
favore di entrambe purché siano monitorate sistearaente dalle autorita
competenti, e anche se l'uso autologo non € raccdaidle, non ne vieta la
promozione e listituzione. Il Comitato francesepaggia e promuove le banche
pubbliche mentre scoraggia I'approccio alle barfutivate che non dispongono di dati
scientifici rilevanti, mentre la Grecia rimandaeadlutorita pubbliche la concessione di
licenze e la supervisione delle banche sia pubblgih private. 1| Comitato irlandese
non esprime opinioni nette ma prende atto del ttibah corso sulle banche cordonali,
a differenza del Nuffield Council on Bioethics deegno Unito che incoraggia la
raccolta in strutture pubbliche. Il nostro ComitatioBioetica (CNB) raccomanda lo
stoccaggio in banche pubbliche, tuttavia "dovetase banche private autorizzate alla
raccolta e alla conservazione di cellule stamioatdonali, devono essere soggette ad
un sistema di controllo che ne autorizzi I'eserxigffettivo secondo le direttive della
CE". Infine la Svezia promuove il bancaggio pubblioa invita alla regolamentazione

anche delle strutture private.
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3.8 Regolamentazione legislativa nazionale ed inte&azionale

In Italia le attivita trasfusionali e la produzemi emoderivati sono regolamentate
dalla legge n.219 del 25 ottobre 2005. Inoltre,lt2D02 e il 2009 sono state emanate
otto ulteriori ordinanze ministeriali incentratel ssangue cordonale. Secondo tali
ordinanze e consentita la conservazione ad usgeglico e dedicato, e I'esportazione
all'estero di sangue cordonale ad uso autologoatorizzazione specifica (Ministero
della Salute, 2002). Due decreti del Ministeroldmtoro, della Salute e delle Politiche
Sociali del 2009 riguardano le biobanche cordotiglitimo contiené'Disposizioni in
materia di conservazione di cellule staminali dagae del cordone ombelicale per
uso autologo dedicatqQ”il secondo, invece, si occupa d#8tituzione di una rete
nazionale di banche per la conservazione di sangae cordone ombelicale
Attualmente in Italia sono 19 le banche pubblicheentre le banche private, non
essendo supportate da evidenze scientifiche, setates in quanto la normativa non
permette la conservazione autologa ma consentéagledicata. Tuttavia € consentito
alle coppie di esportare il sangue cordonale earwagdo ad uso autologo in banche
private estere. A tale scopo esistono agenzie die&o estere quali Bioscience
Institute, FamiCord ed altre che aiutano I'espootae. In ltalia € presente la rete
nazionale Italia Cord Blood Network (ITCBN), isiitio dal Ministero della Salute nel
2007, che coordina ed esegue ripetuti controllinitmescientifici (Cord Blood

Network” www.centronazionalesanguég.ilel 2010 e nato il “Comitato Italo Francese

per il buon uso del sangue del cordone ombelicate’cui esponenti scientifici e

bioeticisti italiani e francesi, hanno fatto ricéti@ al Parlamento Europeo di far
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applicare le direttive vigenti in Italia e in Fraaan tutti i paesi europei. L'ltalia e la
Francia vietano l'istituzione di banche privatepplecano un’interpretazione rigorosa
di tale ordinamento legislativo. A sostegno ddiliale normativa italiana, si colloca
anche la posizione espressa dalle principali Sbaeentifiche e mediche del Paese -
Societa Italiana di Medicina Trasfusionale e Immematologia (SIMTI), Gruppo
Italiano Trapianto di Midollo Osseo (GITMO), Sodieltaliana di genetica Umana
(SIGU), Federazione Nazionale Collegio delle Ogtle&r (FNCO) che si pongono in
piena opposizione alla donazione autologa nellelaprivate.

In Europa vi sono state tre direttive comunitahie danno regolamentato I'utilizzo di
staminali cordonali: nella prima 2004/23, si impa@uyd Stati membri di indicare una o
piu “autorita competenti” che hanno il compito diuare le direttive generali specie
per quanto concerne autorizzazioni e licenze, n@nabntrolli ed organizzazione.
Nella direttiva 2006/17 si indicano le prescrizidecniche che regolamentano le
diverse fasi della procedura di raccolta e conggove sia in caso allogenico che
autologo.

La direttiva 2006/86, infine, definisce i criterepil rilascio dell’autorizzazione o
dell'accreditamento o della licenza alle struttul® parte dell’autorita competente,
inoltre puntualizza che per la manipolazione degs& siano rispettati alcuni requisiti
fondamentali previsti dalle Good Manufacturing Rics (GMP) seguite dall’'Unione
Europea. Al momento attuale non tutti i Paesi harstabilito normative che
regolamentino le banche di sangue cordonale, aseh®egli ultimi cinque anni si
assistito ad una evoluzione nell’organizzazioneledddiobanche di cordone in

numerosi stati Europei. Le banche pubbliche idatpier la conservazione allogenica
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in genere consentono anche la conservazione daditateonato o ad un membro
familiare per il quale al momento della raccoltaulii appropriato il trapianto di
cellule staminali cordonali. E’ previsto divieto dtituzione di banche private in
maniera esplicita in Belgio, Francia, Italia, Lusdeirgo e in maniera non del tutto
esplicita in Olanda. Tuttavia questi stessi paesgitano societa che permettono e
favoriscono I'esportazione per la conservazion®lagta all’estero. Negli altri paesi

europei sono presenti ed operanti banche privategreservazione autologa.

SEZIONE SPERIMENTALE

SCOPO DELLA SPERIMENTAZIONE

Fino a pochi anni fa, il cordone ombelicale erasierato, una volta eliminato dal
corpo del neonato, uno scarto biologico. La scapaetla presenza di cellule staminali
emopoietiche, utilizzabili ai fini trapiantologitia incrementato I'interesse scientifico
nei confronti di esso, suscitando numerose aspettig i ricercatori e i clinici. Inoltre
la notevole capacita delle cellule cordonali di mmpare le procedure di
crioconservazione a lungo termine, ha reso con@gqtossibile il loro utilizzo sia in
pazienti che necessitavano di una ricostituzionepenetica, sia nell’ambito della
medicina rigenerativanfatti, € possibile conservare le cellule del sandel cordone
ombelicale mediante congelamento a -196°C; e daummgelamento, € possibile

trasferire tali cellule in un organismo ospite senzhe perdano la capacita di
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ripopolamento. Cio ha favorito lo sviluppo di baaclpubbliche e private, che
consentono la conservazione di unita di sangueooaitd. Questo lavoro si focalizza
sulla sperimentazione di una molecola antiossidatiteecente scoperta, che ottiene
un migliore efficienza di crioconservazione delilule staminali cordonali e riduce
gli effetti derivanti dai fattori che danneggiamodellule, durante la crioconservazione
a basse temperature. L'utilizzo di tale molecolai mpeotocolli standard di
congelamento, ottiene un incremento della vitadigdle cellule staminali isolate da

cordone, dimostrando un effettivo beneficio pettaraenti terapeutici conseguenti.

Introduzione Bibliografica

4. La criopreservazione
4.1 La criobiologia

La stabilizzazione a lungo termine delle celluknsinali e il fondamento della ricerca
su di esse e sulla loro possibile applicazione pgrtica, soprattutto perché é
necessario avere a disposizione riserve cellulewage e disponibili prontamente
(Hubel, 1997). Se le cellule sono mantenute in antbi liquido, possono subire
perdita di vitalita a causa dei processi legatieshpo. Pertanto per prevenire tale
degrado, le cellule devono essere poste in comdizbe arrestino tutti prodotti

derivanti dalle reazioni chimiche che derivano dalloccaggio (Katkoet al., 2006).

I metodo standard utilizzato per la stabilizzagam lungo termine di ogni cellula

biologica e la crioconservazione a basse tempergganeralmente in azoto liquido).
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Tale processo viene definitwioconservaziond. protocolli di crioconservazione delle
cellule staminali sono stati descritti sin dal 19fBarnes & Loutit, 1955) e
ampiamente studiati a oggi, a partire soprattusiitectellule staminali embrionali. La
ricerca poi si e ampliata alle cellule staminaliserechimali, con studi piu approfonditi

a partire dal 1996 (Nicat al.,1996).

4.2 Principi fondamentali della crioconservazione

La stabilizzazione a lungo termine di una popolagicellulare si ottiene attraverso la
sospensione dei processi biologici || metabolismologico nelle cellule viventi
diminuisce drammaticamente a basse temperatureestajuappresenta il fattore
fondamentale che permette la crioconservazioneltlile vive (Gao & Critser, 2000).
Al di sotto delle temperature fisiologiche (32-3Z per i mammiferi), la perdita di
calore all’esterno provoca la riduzione dell'enarginetica necessaria sostenere le
reazioni chimiche e, cido a sua volta interrompdtivigd metabolica delle cellule
viventi. Tuttavia, prima di raggiungere questo tatabile di crioconservazione, é
necessario. un passaggio intermedio. Entro unviallerdi temperatura che va dagli O
°C a -70 °C, avvengono alterazioni chimiche fisiehBsiologiche associate al danno
cellulare e tali fenomeni sono noti come danni dagelamento. Alcune ipotesi
emerse nel corso degli anni hanno portato alla cengone di tali danni conseguenti
al congelamento, tuttavia la scoperta dei criopiatie(cryoprotective agents CPA), in
particolare il dimetilsulfossido (DMSO), e il losuccesso nella crioconservazione di
un’ampia varieta di cellule viventi, ha costitui® base per la crioconservazione a
lungo termine delle cellule staminali. Gao & Critg2000) hanno riassunto i passi

fondamentali nel processo di crioconservazione phevedono in primo luogo
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'aggiunta del crioprotettore alle cellule prima liocedere al raffreddamento, che
deve essere progressivo, ovvero € necessario uaffettprima un passaggio del
campione a basse temperature ed in seguito intmntuazoto liquido a -196°C. Per lo

scongelo e necessario rimuovere quanto primaajpootettore dal campione essendo
tossico per le cellule. Occorre sottolineare chedanno da crioconservazione

rappresenta un processo piuttosto complesso engatgere in passaggi differenti.

4.3 | principi chimico-fisici del danno criobiologico

Le molecole biologiche sono altamente instabili dadmento che ogni reazione
biochimica ne modifica I'assetto strutturale e fionale. Per tutti i processi biochimici
che avvengono all'interno di una cellula viva, ateola disponibilita di acqua allo
stato liquido. Durante la criopreservazione cetkild’acqua disponibile all’interno
delle cellule si trasforma in ghiaccio a tempemtgomprese tra -2°C e -5°C; |l
passaggio di stato fisico del prodotto, su cuiuisttono numerose variabili, avviene in
genere tra -6°C e -10°C. Tale procedura pertaniaratterizzata da una brusca
oscillazione della temperatura, fino all’arresto @into di congelamento della
soluzione; infatti, raggiunta la temperatura caratica di congelamento, il prodotto
non solidifica ma si “surraffredda”, ossia rimar atato liquido ma a temperatura
inferiore a quella di congelamento. La repentibarazione di energia termica porta la
temperatura al valore caratteristico di congelamesegnando l'inizio della fase di
transizione durante la quale il prodotto rimaneemgeratura costante fino a quando

non e completamente solidificato. La durata dellmamento di stato € direttamente
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proporzionale al rapporto strficie/volume, mentre e inversamente proporziordiie
differenza di temperatura tra camera di congelamenprodotto. La formazione d
ghiaccio ha inizio nelllambiente extracellulare mentre si forma, il cristallo pur
esclude i soluti che si concrano all'interno della cellula. Questo causa unoct
osmotico e disidratazione cellulare, la cui entidipende dalla velocita «

raffreddamentoNliller & Mazur, 1976) (Figura 4)
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Figura 4. Rappresentazione schematica degli eventi fisicigi verificano in cellule

durante il congelamento (Gi& Critser, 2000).

4.4 a velocita di raffreddamento

Per raffreddamento si intenl’ estrazione di una certa quantita di energia dallala
e, contemporaneamentuna riduzione della sua possibilita eivoluzione chimic-
fisica o biologica, imponendo ad e una struttura piu ordinata. Il primo ruc
caratteristico giocato dal freddo, quindi, e la saéone stabilizzante e moderatr
attuata con sottrazione del veicolo acquoso dalzme=zllulare. Sea velocita di

raffreddamento € bassa, si ha una disidratazioneecgessiva concentrazione
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soluti all'interno della cellula tale da alterarnetevolmente la condiziona vivo.
Quando, invece, la velocita diventa estremamenpdaa l'intervallo temporale
durante cui si ha il raffreddamento e troppo bnege consentire il trasporto di acqua
attraverso la membrana. La cellula continua a saffreddarsi e la probabilita di
formazione del ghiaccio intracellulare aumentah&icosi una formazione spontanea
di cristalli di ghiaccio anche nello spazio intrigl@re. 1| danno da criopreservazione,
dunque, si verifica sia ad alte sia a basse valalitaffreddamento. Per massimizzare
la sopravvivenza cellulare occorre quindi raffreédad una velocita intermedia,
sufficientemente veloce da non provocare eccessiveentrazioni di soluto e, allo
stesso tempo, sufficientemente lenta da non indarcestallizzazione intracellulare.
Ogni tipo cellulare ha velocita ottimali specifictigferenti; cio e dovuto al differente
rapporto superficie/volume cellulare, alle spetificcaratteristiche di permeabilita
all'acqua e, verosimilmente, alla loro complessttaitturale e attivita funzionale.

Le caratteristiche termo-fisiche del materiale dgoto, quali volume e composizione,
e della confezione di congelamento costituiscoparametri di maggior impatto; un
elemento che contribuisce in modo determinante ételapestiva e uniforme
distribuzione della temperatura in tutto il prodotta forma geometrica della cellula
stessa e la sua disposizione spaziale all'interetta dcamera di congelamento
assumono un’importanza fondamentale per la difhesidel freddo all'interno della
confezione. L’'ideale & disporre di sacche di raecglarticolarmente resistenti alle
basse temperature e che possano essere distesato sottile in modo da non
superare lo spessore di 0,8 cm; in tal modo, oglhila puo variare istantaneamente la

sua temperatura (Leibet al., 2011). Il congelamento lento puo essere anche
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automatizzato mediante congelatori automatici elfieeddano gradualmente la cellula
a un cooling rate compreso tra 1°C/min e 10°C/iing, a quando la temperatura non
si stabilizza a -196°C, al cui raggiungimento ingaone viene trasportato in azoto
liquido. Tale procedura € piu controllata e riduwg#evolmente le lesioni cellulari
dovute al raffreddamento, anche se richiede tengmsti maggiori. Il congelamento
rapido, descritto da Sherman nel 1990, presenteooting rate molto elevato, circa
20°C/min, e prevede di portare le cellule prima 2%°€ o -30°C, in seguito
raffreddarle in vapori d’azoto per 8/10 min e poettamente poste in azoto liquido.
Ad oggi € la metodica piu diffusa, tuttavia prevemmcentrazioni di crioprotettori
piuttosto elevate, crea rapida disidratazione, ansl consente un congelamento
anticipato. E’ necessario considerare che le el tessuti congelati mediante il
congelamento rapido non riescono a raggiungereuilibgo osmotico con le
concentrazioni extracellulari prima del congelamefitcongelamento rapido € percio
definito, insieme alla vitrificazione, come tecnida congelamento in assenza di
equilibrio. La vitrificazione e intesa come il paggio fisico di una soluzione dallo
stato liquido a quello vetroso tramite una procedtircongelamento rapido che non
determina la formazione di ghiaccio all'internoldetellule (Fahyet al., 1984). Tale
fenomeno si verifica quando il volume nel quale dellule sono sospese, e
notevolmente basso (solo pochi puL) e di consegudmzaascosita della soluzione
incrementa; al contrario, in tale volume limitata,concentrazione dei crioprotettori
deve essere elevata (circa quattro o cinque vadtggiore rispetto alle concentrazioni
utilizzate nel congelamento lento). Tutto cio paathuna intensa disidratazione, che

limita notevolmente la formazione di cristalli diigccio intracellulari. 1l protocollo di
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vitrificazione prevede I'esposizione dei campionicaoprotettori per brevi intervalli
di tempo ed una successiva e rapida immersionei dgggbsi in azoto liquido
(MacFarlane, 1987). La vitrificazione ha un grandmntaggio rispetto alle altre
procedure di congelamento, in quanto evitando lam&azione di ghiaccio
intracellulare, favorisce la sopravvivenza delldlube. Tuttavia l'utilizzo di una
elevata concentrazione di crioprotettori nel medipod indurre effetti tossici e
provocare shock osmotici (Gosden, 2011). Liang &\@/¢2008) hanno sperimentato
la crioconservazione di cellule staminali emopoleti tramite vitrificazione,
utilizzando il glicole etilenico (EG) e il glicolpropilenico (PG) come crioprotettori,
Tuttavia, non appare ancora chiaro se tali crigtoti e tale metodica possano essere

validi anche per la crioconservazione delle celatéeminali ematopoietiche.

4.5 Gli agenti crioprotettori

Il punto di forza della criobiologia & dato dalluglegli agenti crioprotettori, sostanze
che, addizionate alla soluzione cellulare, sonagrimdo di preservare la cellula dai
danni da congelamento. Essi sono piccole molecapaa di penetrare facilmente
nelle membrane cellulari (McGrath, 1988). | mecsamiesatti di crioprotezione sono
ancora oggetto di dibattito, ma € noto che esstritniscono alla riduzione degli

effetti della soluzione durante il congelamento tden(Fahy, 1980). Nella

determinazione di un protocollo di criopreservagi@ono importanti la scelta e il tipo
di crioprotettore da utilizzare. Infatti, € necegsaalutare parametri quali velocita di
diffusione e tossicita che differiscono sensibilteeim funzione del tipo cellulare. In

pratica, € necessario un rapporto di equilibriddsaicita-protezione, in modo tale che

la cellula sia preservata dai danni delle bassed¢eature, ma contemporaneamente
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tolleri la tossicita del crioprotettore che dipertddle sue caratteristiche chimiche, dal
tempo di esposizione a esso e dalla temperaturasecAnda della loro capacita di
oltrepassare la membrana vengono distinti permeanti (CPA, Cryoprotective
Permeating Agents), ovvero piccole molecole cheodidfono nella membrana
plasmatica, superando la pressione osmotica peeserdue lati della membrana, e
abbassano la temperatura alla quale si formanstatlr di ghiaccio impedendone o
riducendone la formazione. A questo gruppo appgaea il dimetilsulfossido, il
glicerolo (Gy) e l'etilenglicole (EG). Il secondapd di crioprotettori sono non
permeanti, ovvero molecole che non oltrepassano la membrar@upendo
disidratazione cellulare con riduzione della forroag di ghiaccio. Tra questi vi sono
il glucosio, il tretalosio.

Il Dimetilsulfossido (Mg@SO, detto DMSO) e il crioprotettore intracellular@izzato
per congelamento di cellule staminali emopoieticli8. un composto molto
igroscopico, ad alta diffusione attraverso la meanhr cellulare. La sua velocita di
penetrazione cellulare dipende dalla temperaturatiizzo: pochi secondi a 37°C,
circa tre minuti a 5°C. Il suo meccanismo d’aziéngovuto alla sua capacita di ridurre
la quantita e la dimensione dei cristalli di ghiaccabbassando il punto di
congelamento, e di limitare la disidratazione datiel || DMSO interagisce con le
macromolecole della membrana cellulare, sopratitio le proteine e la loro acqua
d’idratazione, sostituendosi ad ogni mole di acdtex. un miglior effetto stabilizzante
e protettivo vengono aggiunti alla soluzione digelamento crioprotettori ad azione
extracellulare; essi non penetrano nella cellulaesercitano la loro azione a bassa

concentrazione. La protezione e dovuta, probabiteyeail’azione di tali sostanze sul
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metabolismo idrolitico: diminuendo il potassio matellulare provoca un flusso
reversibile di elettroliti attraverso la membranalldare durante le fasi di
congelamento e scongelamento, evitando alla callulalevato gradiente osmotico. I
crioprotettore extracellulare non impedisce ai iligwcellulari di fuoriuscire, ma ne
modula il movimento, ritardando la diffusione dnioe soluti. Generalmente sono
impiegati mezzi proteici, quali plasma autologo thuanina umana e, solo
recentemente, polimeri ad alto peso molecolare daanado idrossietilico. E’ regola
comune, impiegare una soluzione di criopreservazi@n20% di DMSO che viene
aggiunta alla sospensione cellulare volume/volunme,modo da ottenere una
concentrazione finale di DMSO al 10%. Come criogttote esterno viene aggiunto
solitamente plasma autologo o una soluzione al ZMfmlimina umana in fisiologica;
la metodica prevede l'uso di albumina umana pitdtashe plasma autologo. La
soluzione di DMSO/proteine, conservata a +4°C, ei@ggiunta rapidamente alla
sospensione cellulare tenuta immersa in bagno idicgio fondente e in agitazione
continua; questa metodica permette una diffusiomeogenea della soluzione
criopreservante e permette di contrastare I'effegotermico generato dall’ingresso
del DMSO all'interno delle cellule. Inoltre, data dliffusibilita del DMSO, si procede
rapidamente al congelamento per limitare il tempesposizione della sospensione
cellulare al crioprotettore, limitando, cosi, iloseffetto detrimentale sui progenitori
emopoietici (Makinoet al., 1991; Rubinsteiret al., 1995). Prima di procedere al
congelamento occorre esporre, per un tempo nonittefle cellule ai crioprotettore,
si tratta di una fase definita adattamento duréntguale il crioprotettore interagisce

con l'acqua intracellulare, scambiandola o sottaén con velocita influenzabile da
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diversi parametrguali: temperatura, specie, tipo cellulare, con@anne e tipo d

crioprotettore e tempo @isposizione (Figura 5).

e e

Slow Fast Slow Fast
LUUl'lle.', Ll:.."'fll”'lf;_; LDG"”E :L"Ol”‘lg
-
P
Cellular death Cellular death Cells dehvdrate Cellular death
from dehydration from internal ice but survive from internal ice
effects crystal damage crystal damage
Without Cryoprotection With Cryoprotection

Figura 5. Effetti del congelamento sulle cellule anin in presenza ed in assenze

crioprotettori(Crybiology, 2000)

4.6 Metodiche di congelament

Per ottenere un raffreddamento uniforme e progressi indispesabile utilizzare
congelatori a discesa programmata della temperateaconsentonla selezione di
differenti velocita, una per ciascuna fase delocidi raffreddamento. Il programn
utilizzato di routine prevede una discesa di 1°@aduto fino al pasaggio di stato; in

questa fase la temperatura delle preparazionilagllpuo risalire anche di 10°(
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Questo fenomeno & dovuto al passaggio di faseadglia da liquida a cristallina che
determina la produzione di energia sotto forma alore, conosciuto comealore
latente di fusionePer tale aumento di temperatura deve esservi umpaasazione;
per questo motivo é prevista una vigorosa immissidinfrigorie in modo da limitare
al massimo il fenomeno a 2-3 minuti. Successivamesit passa alla discesa della
temperatura di 2°C al minuto fino a -40°C e di %lGninuto fino a -100°C. Come gia
accennato, negli ultimi anni sono stati condotiredsi studi su sistemi alternativi
semplificati di congelamento. Queste metodiche,sae@spunto da Stiff (1987) per la
criopreservazione midollare, propongono:

doppio crioprotettore intra-extracellulare (DMSCh&b- amido idrossietilico al 6%);
albumina al 4%;

discesa non controllata della temperatura impiegaagelatori meccanici a -80°C.
Successivamente questo tipo di procedura € staitiatal anche da Makinet al.,
(1991) per la criopreservazione di cellule stamind sangue periferico. La
sospensione cellulare viene posizionata in un cencoengelatore meccanico (-80°C) e
la discesa della temperatura avviene a 1-3°C/mpnodiotti possono essere lasciati a -

80°C o, eventualmente, trasferiti in vapori di @zotin immersione, in fase liquida.

4.7 Conservazione

| prodotti criopreservati possono essere stocndtase gassosa di azoto a -150°C, o in
fase liquida a -196°C. La conservazione in fases@ses € probabilmente I'opzione piu
semplice, in quanto sono facilitati il posizionan@nl'inventario ed il recupero al
momento delluso, ma esistono problemi legati afiabilita della temperatura. La

parte superiore del contenitore di stoccaggio, tiinf& sottoposta alle escursioni
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termiche maggiori, dovute alle aperture ripetutesoao frequenti oscillazioni di 30-
40°C. Di conseguenza, lo stoccaggio in fase ligselabra dia maggiori assicurazioni
di stabilita durante la conservazione. Studi rdcepero, hanno dimostrato la
possibilita di contaminazioni crociate nella comsgione in azoto liquido. In

conclusione, sembra piu raccomandabile la consemvazin fase gassosa 0 in
congelatori meccanici, sempre piu diffusi, che raggono temperature criogeniche

inferiori a -120°C (Gluckman, 1994).

4.8 Crioconservazione cellule staminali emopoietieh da sangue cordone
ombelicale

Numerosi studi hanno riportato le strategie di@riwservazione delle cellule staminali
emopoietiche per prevenire i danni da congelamensoongelamento. La riduzione
dei cristalli di ghiaccio e attuata tramite I'aggia di Dimetilsulfossido (Mg&O) che e
usato alla concentrazione del 10% in aggiunta anailia sierica. Tuttavia il M&O
puo avere effetti tossici sulle cellule nel momemtecedente al congelo e conseguente
allo scongelo (Beret al.,2007). A causa della sua tossicita, alcuni stadino ridotto

le concentrazioni di M&O (dal 3 al 7%) per le cellule di midollo osse@ex le

cellule staminali cordonali (Hallet al.,2001).
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CAPITOLO 5

5.1 Specie reattive dell’'ossigeno (ROS) e criocomgazione

Il trapianto di cellule staminali emopoietiche dangue di cordone ombelicale, puo
rappresentare una scelta terapeutica per pazieati oeoplasie, malattie
immunologiche, emoglobinopatie e sindromi d'instifhza midollare (Haspel &
Miller, 2008). Spesso la modalita di questo tramanchiede la crioconservazione
delle cellule staminali ematopoietiche (HSCs) inndfee cordonali, nelle quali
rimangono conservate anche per un possibile usodfuiRodrigueset al., 2008).
L’ottimizzazione dei protocolli di crioconservazmnal fine di mantenere una qualita
adeguata di cellule staminali crioconservate, ragpgmta un compito importante per le
banche di cellule staminali cordonali. Per consentdo stoccaggio prolungato, il
campione é raffreddato lentamente ad una temparatmtrollata e posto in azoto
liquido a -196°C. Il raffreddamento progressivo tavi'accumulo di ghiaccio
intracellulare che puo causare la lisi della memaraellulare, ma pud provocare
disidratazione delle cellule mediante la formaziaheghiaccio extracellulare. Per
evitare ci0 viene aggiunto dimetilsulfossido @#86), un composto polare
igroscopico, originariamente sviluppato come sdegper le sostanze chimiche. Le
sue proprieta sono state descritte originariameatd 959 da Lovelock e Bishop. Con
la crioconservazione, le membrane cellulari sonssmaamente influenzate dalla
formazione di ghiaccio intracellulare che si polrebgenerare anche durante il
congelamento progressivo. Inoltre la generazioneradiicali liberi dell’ossigeno
(Reactive oxygen species, ROS) € uno dei fatta@iddnneggiano le cellule durante la

crioconservazione a bassa temperatura (Kearney8;18@tkov et al., 1998).
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L’ossigeno € una molecola essenziale per la sojwawxa degli organismi aerobi; ma
e in grado di generare intermedi altamente instalolhiamate specie reattive
dellossigeno (ROS) a causa della sua strutturaniatb che non gli permette di
accettare doppietti elettronici (Gutteridge & Hatil, 2000). | ROS principali sono
I'anione superossido (0, il radicale idrossilico (OH e il perossido d’idrogeno
(H,O05). 1l radicale libero prodotto in maggiore quantéal’anione superossido,O
Esso reagisce con il perossido di idrogengDHe forma radicale ossidrile OH
maggiormente dannoso delbOl ROS, le specie reattive dell’ossigeno, sondipo

di radicale libero derivato dall'ossigeno con ullauchiaramente definito nel danno
cellulare. Sono un prodotto dei processi di regpirge mitocondriale e di produzione
energetica, ma vengono degradate ed eliminatasians di difesa cellulari. In questo
modo le cellule sono in grado di mantenere unaizare di equilibrio che tollera la
presenza transitoria e innocua di radicali libelbiaase concentrazioni. Quando pero la
produzione di ROS aumenta o i sistemi di rimoziapa funzionano correttamente si
registra un eccesso di radicali liberi responsatelio stress ossidativo. | ROS una
volta aumentati interagiscono con molecole biolbgice ne alterano le loro
caratteristiche (Robbins & Cotran, 2010). La criv&ervazione cellulare & associata ad
elevate concentrazioni ROS intracellulari comeltéa di danno mitocondriale (Xet
al., 2010). Gli elevati livelli di @e HO, post crioconservazione porta al rilascio di
citocromo C dai mitocondri al citosol che innesedtivita delle caspasi (Rauest al.,
1998). Poiché gli spazzini dei radicali liberi elldestress ossidativo sono diventati
meno attivi a bassa temperatura, gli elevati ivéllROS inducono maggiormente

apoptosi (Li & Teng, 2012). L’approccio per ridurte stress ossidativo e la
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produzione di ROS consiste nell’aggiunta di antdemsti. Gli antiossidanti sono
definiti come “qualsiasi sostanza che, presentmntentrazione molto bassa rispetto a
qguella di un substrato ossidabile, e in grado t@dirdiare o inibire significativamente
'ossidazione di quel substrato” (Halliwell & Gutigge, 1989). Le cellule
neutralizzano I'accumulo di ROS attraverso enzimiogsidanti, come la superossido
dismutasi (SOD) e glutatione perossidasi (GPX)gdianta di antiossidanti per mezzo
di congelamento convenzionale migliora il recupeetiula post-disgelo (Limaye &

Kale, 2001).

5.2 Le difese della cellula: difese antiossidanti

Le specie chimiche reattive e, in particolare,decse reattive dell’ossigeno (Reactive
oxygen species, ROS), sono potenzialmente lesareci, le cellule hanno sviluppato
diversi meccanismi sia enzimatici che non, allopscdi rimuovere i radicali liberi e
ridurre il danno. Questi complessi sistemi di difes®no costituiti dall'insieme degli

antiossidanti (www.osservatoriostressossidativo)co®li antiossidanti vengono

definiti come “qualsiasi sostanza che, presentmntentrazione molto bassa rispetto a
quella di un substrato ossidabile, € in grado t@rdiare o inibire significativamente

I'ossidazione di quel substrato” (Halliwell & Gutidge, 1989).

Gli antiossidanti possono essere classificati: aseballa loro origine, in esogeni ed
endogeni, in base alla struttura chimica, enzimaioon enzimatici, e in base alla
solubilita, in liposolubili e idrosolubili. Il sistma di difesa antiossidante, all’interno

delle cellule, ha una precisa compartimentalizaazi@-igura 6).

93



Vitamina E, PUFA, Ubichinolo, selenio,
p-carotene vitamina E, SOD, GPx

Glutatione, GPx, SOD, : Vitamina E,
selenio, ascorbato, i p-carotene

Catalasi

Figura 6. La compartimentalizzazione dei sistemi di difesa

(www.osservatoriostressossidativo.dom

In particolar modo, gli antiossidanti di tipo enatico sono prevalentemente presenti a
livello intracellulare mentre quelli non enzimatica livello extracellulare
(www.osservatoriostressossidativo.com).

Tra i vari meccanismi di difesa vi sono:

- gli antiossidanti, il cui ruolo e di inattivare adicali liberi o di bloccare la loro
formazione. Esempio: glutatione, acido ascorbi@ganvine liposolubili E ed A;

- il controllo dei livelli di ferro e rame, che possbcatalizzare la formazione di
ROS. | bassi livelli di questi metalli sono mantgrgrazie al legame di questi
ioni con proteine di deposito o trasporto (ad awsndgferrina, ferritina,

lattoferrina e cerulo plasmina), cio permette dhifare la produzione di ROS;
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- enzimi che agiscono come sistemi di disinnescaraldicali liberi, inattivando
H,O, e O,. Tra gli enzimi antiossidanti si annoverano: lpesessido dismutasi
(SOD), la glutatione perossidasi e la catalasi fRob& Cotran, 2010).

La superossido dismutasi reagisce con l'anione respielo per formare
perossido di idrogeno e ossigeno molecolare. Lalasitconverte il perossido
di idrogeno in acqua e ossigeno molecolare. Laagiute perossidasi catalizza
la riduzione di una varieta di idroperossidi utibndo glutatione ridotto

(Borrelli et al, 2014)

5.3 La proteina Superossido Dismutasi

L’enzima superossido dismutasi (SOD) svolge un audi primo piano tra i
meccanismi difensivi contro il danno ossidativo.duperossido dismutasi (SOD) sono
una classe di enzimi, appartenenti alla classee dedisido reduttasi, strettamente
correlati che catalizzano la reazione di dismutajo ovvero la rottura
dell'anione superossido in diossigeng éperossido di idrogeno,8, (Zelko et al,

2002) (Figura 7).
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Figura 7. Funzioni della superossido dismutasi (Fukai & Udhidkai, 2011).

Questo enzima € stato scoperto nel 1930 da Pa(Bagelli et al, 2014), e stato
isolato per la prima volta nel 1939 ma solo nel A99cCord e Fridovich ne
dimostrarono la sua attivita come antiossidante@btd & Fridovich, 1969).
Nell'uomo si riscontrano 3 isoforme di SOD:

* le Cu-SOD e Zn-SOD citosoliche (SOD1),

* la manganese superossido dismutasi mitocondri@b@, e

» le superossido dismutasi extracellulari (ec-SOL)DS)
Queste differiscono per la natura del centro diaffeto per la costituzione
amminoacidica, come anche per il loro numero diusith, cofattori e altre
caratteristiche (Landis & Tower, 2005) Ogni isofaré un prodotto di geni diversi ed
inoltre ha diversa localizzazione subcellulare naalizza la stessa reazione. La
distinta posizione subcellulare delle diverse ism® di SOD e particolarmente

importante per la segnalazione redox in compartimen
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SOD1 e la principale SOD intracellulare (citosoliCa/ZnSOD). Esiste come un
omodimero 32 kDa ed e localizzata principalmentecitesol con una frazione piu
piccola nello spazio intermembrana (IMS) dei mitoho. E 'stato anche riportato che
SOD1 é anche localizzata in nuclei, lisosomi e pgsomi (Fukai & Ushio-Fukai,
2011). La Cu/Zn-SOD catalizza la dismutazione dalbne superossido ad ossigeno e
acqua. E' un omodimero composto da 2 subunita iclesmt ogni subunita contiene
come sito attivo un cluster di metallo nuclearetit@$o da ioni zinco e rame e
l'attivita enzimatica € relativamente indipenderdal pH (intervallo 5-9.5). La
superossido dismutasi extracellulare (EC-SOD) é whaoproteina secretoria
tetramerica che contiene zinco e rame. Possiede afinitd per determinati
glicosaminoglicani come eparina e sulfato eparivatés et al, 1999). La sua
regolazione nei tessuti animali € dovuta princigalte alle citochine. La MnSOD
(manganese superossido dismutasi) € nota per ampogtanti funzioni in una vasta
gamma di malattie indotte da stress. A differenebadCu/ZnSOD, e l'unico enzima
essenziale per la sopravvivenza della vita in antbieaerobico in condizioni
fisiologiche. Questa funzione pud essere dovuta gdbsizione mitocondriale
del’MnSOD (Borrelliet al.,2014).

Il gene che codifica per la MNSOD umana si troMaceamosoma 6g25.3 e comprende
5 esoni e 4 introni. L’enzima, una volta sintetioza livello citoplasmatico, e
trasportato nella matrice mitocondriale grazieda sequenza leader di 2 kDa. Tale
peptide e, in seguito, clivato producendo la fommaura ed enzimaticamente attiva
della proteina (Manciniet al, 2006). La MnSOD mitocondriale € un enzima

omotetramero, formato da quattro subunita di 24 .kDgni subunita contiene un
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atomo di manganese, con intorno 3 istidine, unduesidi acido aspartico e una

molecola solvente: insieme rappresentano il stteaatlel’enzima (Figura 8).
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Figura 8. Sito attivo del'MnSOD _(www.chem.uly

E’ stato osservato che la Mn-SOD, quando sovrassareinibisce molte delle
proprieta tipiche delle neoplasie (aumento del aads crescita, invasivita, ecc.)
(Borrelli et al, 2014).

MnSOD, inoltre, svolge il ruolo di una proteina torale soppressiva, inibendo la
proliferazione delle cellule ed intensificando kgyosi (Oberley, 2005). Essa

influenza I'attivita di alcuni fattori di trascrame, come proteina attivatrice-1 (AP1), il
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fattore NF-kB e p53 e protegge anche i tessuti abrdall'instabilitd cromosomiale.
Inoltre, questo enzima modula la concentrazioneR{@5 nelle cellule tumorali. Gli
effetti soppressivi di MnSOD sono stati studiatiaarrelazione a livelli alterati di
ROS. Quando overespressa, la MnSOD indebolisceelllee neoplastiche, che
diventano piu vulnerabili agli agenti che gener&®®S e muoiono sia imitro che in

vivo (Li at al., 1998).

5.4 La manganese superossido dismutasi ricombinan{rMnSOD)

Recentemente € stata scoperta una nuova isoforrdn80D, caratterizzata dalla
presenza di un peptide leader non clivato alla raatone, isolata dalla linea cellulare
di liposarcoma umano (LSA) e purificata da coltwslulari attraverso tecniche
cromatografiche e SDS-page. Tale isoforma differidalla MNnSOD nativa per una
singola sostituzione aminoacidica treonina in igolea in posizione 82 e una
trasversione silente al nucleotide 222; il suo pesmecolare, di circa 30 kDa é
notevolmente superiore rispetto allMnSOD convenaie, di circa 24 kDa (Picat
al.,, 2015).La nuova isoforma possiede ancora la segquézader che non altera
I'attivita enzimatica, a differenza dell’enzima ditype che richiede il clivaggio del
peptide per la maturazione nella forma attiva. aMirso le librerie di cDNA, la
proteina € stata sequenziata e prodotta in foromntinante (rMnSOD), sfruttando un
clone di cellule di liposarcoma umano (Manceti al., 2006). Risultati preliminari
ottenuti da Cocchiat al., 2011 indicano che basse concentrazioni di quastaan
isoforma di rMnSOD incrementi la qualita del ligaideminale crioconservato rispetto

agli enzimi antiossidanti attualmente utilizzati.
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6. CELLULE CD34+

6.1 Definizione e morfologia

L’espressione dell’'antigene CD34 si riferisce ada upopolazione cellulare
morfologicamente piuttosto eterogenea, carattedzzilla capacita di generane
vitro aggregati clonali derivati da progenitori piu ormaeancestrali e dalla capacita in
vivo di ricostituire il sistema linfo-mielopoietican un ospite letalmente irradiato
(Sutherland & Keating, 1992). Studi immunoistoclimhanno dimostrato che
I'antigene CD34 é specifico per lo stadio ma nonlgdiliera differenziativa: infatti,
indipendentemente dalla linea differenziativa, essme espresso solo da cellule
ontologicamente immature (Andrewet al.,, 1986) e in tali cellule i livelli di
espressione della molecola CD34 tendono a decramgerdon la maturazione.
L'utilizzo dellantigene CD34 e di altri marcatodi superficie quali, ad esempio,
CD33, CD38, HLA-DR, in metodiche di separazione Iutaie con
immunofluorescenza o altri sistemi ha generato masaeapprofondimenti in questo
campo. Osservando, al microscopio ottico, campuiorati con May-Grinwald-
Giemsa, si nota che la cellula CD34+ presenta maidiensioni, un ampio nucleo e
un alone citoplasmatico intensamente basofilo, ottv presenta granulazioni
citoplasmatiche; mentre alcune cellule CD34+ mostrano o piu nucleoli. Oltre ai
marcatori immunologici convenzionalmente assegnati specifici cluster di
differenziazione, le cellule CD34+ presentano subdeo superficie recettori per
numerosi fattori di crescita, come lo Stem celltdacinterleuchina 3, GM-CSF, G-
CSF (Baumet al., 1992). Inoltre sebbene tutte le cellule clonogleaipresentino

I'antigene CD34, la percentuale di cellule CD34+ attivita clonogenica si aggira
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intorno al 10% e al 30%. Probabilmente le cellul®3@+ non clonogeniche
rappresentano un gruppo cellulare non responsiviatiri di crescita tradizionali,
mentre invece hanno bisogno di particolari ligafegiatocyte growth factor) attivatori
di geni specifici della cellula staminale, e chetg@eto le consentano di acquisire

responsivita ai fattori di crescita (Kmieak al.,1992).

6.2 Caratterizzazione e funzione della molecola duperficie

Le molecole di superficie delle cellule CD34+ saravatterizzate dal punto di vista
biochimico, inoltre il DNA umano e i rispettivi gesono stati clonati e sequenziati in
un arco ristretto di tempo (Greavet al.,, 1992). CD 34 e una glicoproteina
transmembrana con un peso molecolare di 105-12Q &de non presenta alcuna
omologia con altra proteina nota. Essa € compaost85d aminoacidi, nove siti di
glicosilazione in corrispondenza di un residuozatita e diversi punti di glicosilazione
in radicali contenenti ossigeno; €, inoltre, malicca in acido sialico. Il gene per
I'antigene CD34 ¢ localizzato sul cromosoma 1,nacad altri geni che codificano per
fattori di crescita o molecole funzionali, quali €CDCD45, TGF2, laminina. La
funzione di tale glicoproteina di superficie neltellule staminali emopoietiche e
ancora oggetto di numerosi studi; tuttavia pareiaalln ruolo rilevante nella
modulazione delle cellule di adesione (Lanea al., 1993), probabilmente
esprimendosi come ligando per la L-selectina. teadissumerebbe un ruolo protettivo

contro il danno proteolitico, grazie al suo elevatonero di siti O-glicosilati.
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6.3 Sottopopolazioni CD34+: analisi fenotipica e fwzionale

La popolazione delle cellule CD34+ verosimilmentateene progenitori di tutte le
linee umane linfo-emopoietiche, tra cui le cellgkaminali in grado di ricostituire
'emopoiesi in seguito a trapianto di midollo. Cola progressione della
differenziazione, si assiste ad una riduzione delli di espressione dell’antigene
CD34: pertanto appare chiaro che le piu ancestddlule clonogeniche (CFU-blast,
LTC-IC) esprimono i piu alti livelli di CD34, merdrle cellule piu differenziate (CFU-
G, CFU-M, CFU-E, CFU-Meg) esprimono solo bassi lliveli CD34. Inoltre
'antigene CD34 identifica le cellule ematopoietclstaminali e progenitrici del
midollo osseo, ma non e presente nelle celluleokdrdi del sangue periferico.
Pertanto tale antigene rappresenta un marcatolgsescper lo stadio maturativo ma

non di linea cellulare differenziativa (Carlo Séedt al.,1994).
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7. MATERIALI E METODI

7.1 Principi di Citometria a flusso (CFM)

La citometria a flusso, sviluppata fin dall'inizidegli anni‘70, & diventata una
tecnologia altamente raffinata per la valutazionalitativa e quantitativa di cellule

sospese in un mezzo fluido, in modo veloce e molteciso. Per mezzo della
citometria a flusso, € ormai possibile raccogliéeeinformazioni concernenti le

molecole della superficie delle cellule e la lospressione durante la differenziazione
cellulare; studiare il ciclo cellulare attraversa Valutazione quantitativa delle
modificazioni nel contenuto di DNA; svolgere stuidinzionali di una varieta di

parametri cellulari e ottenere delle popolazionicahite di cellule per ulteriori studi.

Il citofluorimetro consiste di tre componenti pripali:

. un sistema fluidico che controlla la captazionéutale e il flusso cellulare;
. un sistema ottico che “interroga” le cellule mergtgaversano un raggio laser;
. un sistema elettronico che raccoglie, raffiguraedlizza i dati.

Le cellule vengono introdotte come una sospensionellule singole in un flusso di

soluzione clorurata isotonica e viaggiano come ftugso dentro un flusso”; vengono

poi iniettate all'interno di un capillare dove vemp separate le singole particelle e
allineate longitudinalmente. Mentre procedono, entngevengono alla fine espulse
oppure recuperate (vale a dire separate le diympelazioni di cellule), attraversano
un raggio di luce che “interroga” ogni cellula pgwanto riguarda le caratteristiche
richieste. Le fonti di luce piu impiegate sono $da a gas, preferibilmente quello di

Argon perché emette, a 488 nm (blu), una lineaude |di eccitazione utile con i
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fluorocromi piu comuni in uso attualmente. Le ciluinfatti, prima dell’analisi,
vengono trattate in modo tale che a componentilegl] quali proteine e acidi nucleici
si leghino fluorocromi specifici, che colpiti da uaggio di luce monocromatica
generino luce fluorescente e dunque si abbia unaseghe discrimini in maniera
accurata e sensibile le diverse linee cellulariiodia informazioni sulla vitalita
cellulare o sull'attivitd enzimatica. Vi sono digertipi di fluorocromi usati in
citometria, scelti a seconda del tipo di analise cdi sta conducendo. L’analisi
attraverso fluorescenza puo essere fatta attraVet8izzo di fluorocromi che legano
in maniera stechiometrica il DNA o 'RNA o l'uso dnticorpi che legano fluorocromi
specifici per antigeni presenti sulla membrana,caiteplasma o nel nucleo, attraverso
tecniche di immunoistochimica diretta ed indire@ani fluorocromo viene eccitato da
una diversa lunghezza d’onda, quindi per sepamgmesingola lunghezza d’onda della
luce emessa dai fluorocromi vi sono filtri e speaattici che discriminano la diversa
fluorescenza emessa, permettendo la lettura da gpartetectors.

Per far in modo che ogni detector rilevi una spesifunghezza d’onda di emissione di

un singolo fluorocromo, nello strumento sono préseéiversi filtri ottici che si

dividono in:

. Long Pass, che consentono il passaggio di lunghé&prela superiori al filter
number;

. Short Pass, che facilitano il passaggio di luce loaghezze d’onda inferiori al

filter number;
. Specchi dicroici, che sono in grado di riflettdémeluce con lunghezze d’onda

inferiori o superiori al filter number.
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Nella camera a flusso, le cellule fluiscono in fit@liana e quando una delle cellule
interseca con il raggio laser (punto d’interrogaeipla luce, colpendo la cellula, viene
dispersa in ogni direzione. La luce dispersa imavappresenta il Forward Scatter
(FSC), che ci da un’indicazione delle dimensioniladecellula, ma anche della

posizione della particella nel capillare. La ludspersa verso i lati, ovvero il Side
Scatter (SSC), &€ un parametro legato alla compdesdtlla cellula e fornisce

informazioni sul rapporto nucleo/citoplasma, sullgosita di superficie e sulla densita
della cromatina. La rifrazione e la diffrazione lddluce sono raccolte dai tubi foto-
moltiplicatori che amplificano il debole segnaleldgce. Lo strumento e calibrato per
considerare nulli gli eventi che generano un segdaintensita minore di una soglia

prefissata (Threshold) (Figura 9).

Schema di citometro a flusso
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Figura 9. Schema di citometro a flusso (www.wesapieng.org
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Nel componente elettronico di un citofluorimetrbsegnale di luce emesso da una
cellula alla sede d'interrogazione € convertito um impulso elettrico (piu
comunemente sara un segnale analogico). | segmallbgici sono poi convertiti nei
segnali digitali che vengono raffigurati su unoestho da un tubo a raggi catodici.
L’avvento di computer sempre piu potenti ha corgertintroduzione di sistemi
computerizzati per controllare I'operazione deoftitorimetri, nonché per la raccolta,
la memorizzazione e I'analisi dei dati.

| segnali di luce sullo schermo sonifigarati poi come puntini: ognuno rappresenta
un evento come determinato dalle proprieta debpatsione di luce possedute dalla
cellula. I grafici che si ottengono dal softwarespano essere Istogrammi o Dot-Plot.
Nell’istogramma sull’asse delle ascisse viene mésdansita di fluorescenza, mentre
sulle ordinate avremo la rappresentazione del noingércellule che presentano il
fluorocromo. Il dot-plot € un diagramma bidimensitain cui si mettono in relazione
due parametri rilevati, come un segnale di fluogega con uno scattering (FSC,
SSC). Per le misurazioni della citometria a flusemo richieste cellule singole e
guesto rappresenta un fattore limitante che previgih studi dei tessuti che non
possono venire facilmente dispersi in una sospeagi cellule singole. Una singola
piattaforma di citometria a flusso e disponibiler ga determinazione rapida ed
assoluta delle cellule CD 34 + sulla base di liga&gla della International Society of
Hematotherapy and Graft Engineering (ISHAGE) (Keeatal., 1998). La vitalita
cellulare viene valutata tramite il colorante 7-AAD-Aminoactinomycin D). Tale

colorante, utilizzato nelle valutazioni standard geogenitori emopoietici, penetra
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nelle membrane non piu intatte delle cellule dagistg. Esso emette nello spettro
rosso e puo facilmente essere combinato con aiticapi per il conteggio delle

cellule CD34+. Tuttavia il colorante 7-AAD penetralo nelle cellule in apotosi tarda
0 in necrosi, pertanto per una valutazione piu etaudella vitalita € necessario

utilizzare I'’Annessina V che rileva anche le calut apoptosi precoce.

7.2 Raccolta dei Cordoni

Sono stati utilizzati, per il presente lavoro, céaonpdi sangue di cordone ombelicale
proveniente dalla Banca di Sangue Cordonale (BaB)C avente sede presso
I'Azienda Ospedaliera “Santobono Pausilipon” di NlapTali campioni, ottenuti
mediante consenso informato, non avevano i requisitessari per essere bancati e
pertanto sono stati concessi ad uso sperimentdéeinAdi essi, infatti, sono stati
esclusi perché presentavano uno scarso volume, paliché avevano un numero
insufficiente di cellule nucleate o perché le gestavevano assunto farmaci durante la
gravidanza. Essi sono stati processati e congetit stesso giorno, a distanza di 24h

ore circa dalla raccolta (Figura 10).

\
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Figura 10. Sacca di raccolta e stoccaggio di sangue cordonale

(http://www.cellulestaminalicordoneombelicale.it/)
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7.3 Estrazione delle cellule mononucleate mediantgradiente di Ficoll-
Hystopaque

Le cellule mononucleate, e quindi le cellule staahi€D34+,da sangue di cordone
ombelicale sono state ottenute da campioni di sanfgesco eparinato mediante
centrifugazione su gradiente Bicoll/HypaqueTM(F/H, Sigma Aldrich, Italia). Tale

metodica sfrutta la diversa densita delle cellulenanucleate rispetto agli altri
elementi corpuscolati del sangue. Le cellule mooteaaie e gli elementi a minore
densita, si concentrano sopra lo strato di F/Heweesa, i globuli rossi (RBC) e i
granulociti (PMN) si raccolgono sul fondo della yetta (Fig.). Il sangue di cordone
ombelicale & stato prima diluito in rapporto 1:2nceodio cloruro 0,9% (p/v)

(soluzione fisiologica, Bieffe Medical, Italia) aemperatura ambiente e, solo
successivamente, stratificato lentamente sopra dduzisne di F/H. Dopo

centrifugazione a 2500 rpm per 30 minuti a 20°Gyzaefreno, I'anello di cellule

mononucleate formatosi all'interfaccia F/H e staspirato e sottoposto a due
successivi lavaggi con soluzione fisiologica metiagentrifugazione a 1500 rpm per
10 minuti a 20°C, con freno, per eliminare gli eéam contaminanti; il pellet cellulare
e stato risospeso in soluzione fisiologica all'inte di una falcon, fino ad ottenere un
volume finale di 2 mL. La separazione cellularetatas effettuata in condizioni di

sterilitd, sotto cappa a flusso laminare. | campdincellule sono stati sottoposti a

separazione immunomagnetica delle cellule CD8&igura 11).
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Figura 11. Purificazione di sangue periferico tramiteoll/HypaqueTM Nel pannello

di sinistra sangue intero diluito con PBS 1X. Nahpello di destra si notano le diverse
stratificazioni cellulari (Rondelket al.,2013).

7.4 I1solamento delle cellule staminali CD34+ tramé biglie magnetiche

Al fine di ottenere una sottopopolazione cellulaeicchita in cellule staminali
CD34+, i campioni cellulari, ottenuti mediante gédngazione su densita, sono stati
sottoposti ad immunoseparazione positiva mediaigkebmagnetiche condizionate
con anticorpo anti-CD34 (Miltenyi Biotec, Italidpopo centrifugazione a 1500 rpm
per 10 minuti, il pellet & stato nuovamente risgsper 10 mL di tampone e fatto
passare attraverso un filtro di preselezione,ra fli eliminare eventuali agglomerati
cellulari che potrebbero interferire con la selagioA questo punto é stata effettuata

una conta cellulare tramite contatore automatisbeeproceduto alla immunoselezione
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secondo il kit di separazione MAESalla soluzione cellulare di 1xi@ellule/mL,
sono stati aggiunti 100 pL di FcR Blocking Reagerit0O0 uL di CD34 MicroBeads
magnetiche (Miltenyi Biotech, Italia). Il tutto @aso miscelato e incubato per 30
minuti al buio, a 4° C. Dopodiche, le cellule smtate lavate con soluzione tampone,
5 mL, e sono state centrifugate a 1500 rpm per itutm Eliminato il surnatante, il
pellet € stato risospeso in 500 pL di soluzioneptame e tutta la sospensione cellulare
e stata inserita nella colonna, precedentement#aeton soluzione tampone e
posizionata sul campo magnetico. Dopo 15 minuzione del campo magnetico, la
colonna e stata rimossa dal separatore e posta $ubo di raccolta. Il surnatante,
contenente la frazione negativa, € stato preleeasrartato. La frazione positiva,
composta dalle cellule legate alle biglie e chégmdo restano nella provetta posta sul
magnete, e stata allontanata dal campo magnetrcspgpesa in soluzione PBS 1X

(Tampone fosfato salino) (Figura 12.).

Figural2. Separazione positiva cellulare tramite  biglie  maighe

(www.miltenyibiotec.com
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7.5 Valutazione quantitativa e qualitativa delle ckule CD34+ isolate mediante

citometria a flusso.

Dopo selezione positiva, € stata eseguita una ambrte quantitativa e qualitativa
della soluzione cellulare, mediante citofluorime{flmorescent-activated cell sorter-
BD FACSAria Il) utilizzando il software BD FACSDivd’acquisizione del campione
mediante citofluorimetro avviene secondo il protictSHAGE (International Society
of Hematotherapy and Graft Engineering) che preVetiézzo di un contaglobuli per
ottenere il numero assoluto di cellule CD34+. Lisiaecondo la metodica ISHAGE
si basa sulla correlazione dei parametri SSC e B&Cgitati, in una serie di logical
gate sequenziali la cui associazione permette mhigare ed isolare progressivamente

la popolazione di cellule staminali.

7.6 Trattamento dei campioni: congelamento con rMn&D

Le cellule CD34 sono state centrifugate e il pellet risospeso irvainme di terreno
RPMI (Sigma Aldrich, USA) sufficiente da ottenesedoncentrazione ottimale per il
congelamento (500 pL). Alle cellule é stata agguwmia soluzione di congelamento
con 40% di FBS e 10% di DMSO. Circa 1 mL di campi@nstato posto nelle provette
da congelamentoc(iotubeg e congelato. A 3 dei campioni da crioconservase c
soluzione di congelamento sono state aggiunte obrazoni crescenti di rMnSOD,
mentre uno dei campioni € stato crioconservato sola rMnSOD in assenza di

DMSO.

| campioni e le concentrazioni di rMnSOD utilizza@no schematizzati qui di seguito:
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1) Controllo: campione cellulare 500 pL + soluzi@heongelamento 10% DMSO

2) 500 pL di campione + 500 pL di soluzione di celaghento 10%DMSO + 20nM
rMnSOD

3) 500 pL di campione + 500 pL di soluzione di acelaghento 10%DMSO + 40nM
rMnSOD

4) 500 pL di campione + 500 pL di soluzione di celaghento 10%DMSO + 80nM
rMnSOD

5) 500 pL di campione + 80nM rMnSOD (senza soluziaongelamento 10%

DMSO)

| campioni cosi ottenuti sono stati posti primacahgelatore con temperatura -20 °C
per 15 minuti, in seguito hanno subito un passaggmngelatore a -80°C. Le cellule
in queste condizioni hanno raggiunto la temperatigavapori dell'azoto liquido (-

80°C) in circa 3 ore. Trascorse le 3h, le cellulecsetate poste in azoto liquido, alla

temperatura di -196°C.

7.7 Scongelo dei campioni e determinazione della ngentuale vitalita di cellule

CD34+

Trascorse due settimane, i campioni conservateataaliquido sono stati scongelati
per procedere all'analisi citofluorimetrica delldéalita delle cellule CD 34+. La
citometria a flusso € stata utilizzata per idecdife, elencare e valutare la vitalita delle
diverse popolazioni cellulari che esprimono mandagpecifici. Questa tecnica
comporta la direzione di un fascio laser su unsfiusquido contenente le cellule. A
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contatto con le cellule il fascio luminoso € dioesu una serie di rivelatori. 1l foward
scatter (FSC) e rivelatore della luce riflessa aatlellula che & direttamente
proporzionale alle sue dimensioni. Il side scafteBC) rileva la luce riflessa dalle
componenti interne della cellula (quali il nucleagquisendo pertanto la complessita
struttura cellulare. Gli anticorpi legati ai flu@mr@mi possono legarsi ai marker
cellulari superficiali o interni (CD cluster of fifrentiation). Quando un fascio di luce
di una particolare lunghezza colpisce il fluorocoyresso si eccita rilasciando energia
sotto forma di luce ad una determinata lunghezpadi. L’'analisi citofluorimetrica
effettuata sui campioni scongelati e stata effédtymer I'identificazione e la vitalita
delle cellule CD34+, valutando anche la quota taitudelle CD 45+ e delle cellule
CD34+CD45+. La vitalita cellulare viene valutatammte il colorante 7-AAD. |
campioni sono stati analizzati secondo le lineedgudel protocollo ISHAGE
(International Society of Hematotherapy and GraftgiBeering). Gli anticorpi
utilizzati per tale analisi citofluorimetrica sorstati anti-CD34 PE (phycoerythrin),
CD 45 Viol blue, 7-AAD, (Milteny Biotec, Germany).

| campioni sono stati posti rapidamente medianten@nsione delle provette in
bagnomaria ad una temperatura di 37 °C. Il contemitciascuna provetta é stato
riversato in Eppendorf e, ad esse, e stato aggiB® 1X fino ad un volume finale di
3 mL. Sono stati effettuati due lavaggi consecudefia durata di 5 minuti ciascuno a
1500 rpm, in modo da allontanare il crioprotettooge presente, che, altrimenti,
avrebbe potuto danneggiare notevolmente le celltgminati i lavaggi, € stato
risospeso il pellet con 200 puL di PBS 1X Ai campisono stati aggiunti 5 pL di

anticorpo anti-CD34 PE (phycoerythrin), 5 pL diieotpo anti-CD 45 Viol Blu e 5uL
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di 7-AAD (7-Amino-actinomycin D, fig/mL). Gli anticorpi sono stati incubati per
circa 30 minuti. Trascorso il tempo di incubazianstato effettuato un lavaggio dei
campioni con 2 mL di PBS 1X per ogni campione. Agwaggio ha avuto la durata di
5 minuti a 1500 rpm. | pellet ottenuti sono steospesi con 500 pL di PBS 1X per la

lettura al citofluorimetro.
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CAPITOLO 8.

RISULTATI

Estrazione delle cellule mononucleate mediante grahte di Ficoll-Hystopaque

| risultati ottenuti dall’'estrazione delle cellulaononucleate mediante gradiente di
Ficoll-Hystopaque, hanno mostrato, tramite letitafluorimetrica, una resa cellulare
dell'1,3% di cellule CD 34+, percentuale nella nzediportata dalla letteratura

scientifica (Nimgaonkaet al.,1995).

Trattamento dei campioni: congelamento con rMnSOD econgelo dei campioni e
determinazione della percentuale vitalita di cellud CD34+

Dopo selezione positiva e lettura al citofluorinoetsi € proceduto al congelamento
seguendo il protocollo (cfr. 7.7). Dati molto irgesanti sono stati forniti dallo studio
della vitalita cellulare delle CD34+ dopo scongdbai risultati ottenuti si evince che
sia la selezione positiva sia la serie di manigoldzche hanno portato ad essa, non
influenzano la vitalita cellulare dei campioni. Plr vitalitd media della intera
popolazione cellulare mononucleata dei controlbirapolata tenendo conto dei
parametri citofluorimetrici di complessita celludarsi € ottenuto un valore del 98,6%
(Tabella 1, Figura 13 istogramma A, regione P2).d&nto riguarda la vitalita delle
cellule staminali CD 34+ del campione di controilaati ottenuti con la 7-AAD (7-

Aminoactinomycin D) mostrano una vitalita cellulamgedia del 4,2% (Figura 13,
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istogramma B, regione P4). | valori indicati natoagramma B nella regione P3
(Figura 13, istogramma B,) indicano la vitalitaldgdopolazione cellulare marcata CD
34-, e pertanto la vitalita della popolazione delle non staminale. | dati che
emergono dall’analisi citofluorimetrica, riportain Tabella 1, mostrano che |l
trattamento con 20 nM (0,8uL), 40nM (1,6puL) ed 80r(®B12uL) di rMnSOD
presentano percentuali di vitalita delle CD34+ sigpierispetto al controllo (Figure
14; 15; 16, istogramma B, regione P4). Inoltrentéra popolazione di cellule
mononucleate mantiene alti valori di vitalita c&he, anche nei campioni trattati con
le differenti concentrazioni di rMnSOD (Figure 1#%; 16, istogramma A, regione
P2).

Il trattamento con sola rIMnSOD alla concentrazidn80nM, senza aggiunta di alcun
crioprotettore, ha riportato risultati interessanionostante l'intera popolazione
cellulare mononucleata presenti una vitalita imfiexirispetto ai campioni congelati
con DMSO 10% (Figura 17, istogramma A, regione R2Yyesa cellulare di CD34+
vitali appare essere nettamente superiore rispattoampioni crioconservati con
aggiunta di DMSO 10% (Figura 17, istogramma B, aagi P4). Questo risultato
conferma che l'aggiunta di una sostanza bioantlasge alla soluzione di
congelamento convenzionale, migliora la conservezielle cellule CD34 congelate,
diminuendo la concentrazione di ROS che si genenafia cellula durante il normale

processo di congelamento.
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CAMPIONE VITALITA’ VITALITA’ VITALITA’
POPOLAZIONE CELLULE CD34- CELLULE CD34+
CELLULE MNC

Controllo 98,6%% 57,3% 2,2%

20nM 94,7% 55,9% 4,9%

40nM 95,6% 54,5% 3,8%

80nM 97,5% 50,1% 4,2%

80nM senza DMSO 10%055,4% 77,6% 15,2%

TABELLA 1: Percentuale di vitalita della intera popolazionkutare, e delle cellule

CD34- e CD34+, in seguito a scongelo dopo criocmasgone per un campione di

controllo e per campioni trattati con aggiunta dnSOD sia soluzione di

congelamento e sia in assenza di crioprotettore.
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Figura 13. Dot Plot sulla vitalita cellulare espressa d@HAAD per il campione di

controllo. Nell'istogramma A) viene indicata la alita tramite 7-AAD in funzione

della complessita cellulare, isolando in tal modo pgopolazione delle cellule
mononucleate in base a parametri citofluorimetrica regione P2 indica una
percentuale di vitalita di tale popolazione intoal®8,6%. Nell’istogramma B) viene
indicata la percentuale di vitalita delle cellulelezionate mediante anticorpi anti
CD34 PE. La regione P3 indica la quota delle celldD 34-. Mentre la regione P4

indica la % di vitalita delle cellule CD34+.
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Figura 14. Dot Plot sulla vitalita cellulare espressa dallAAD per il campione

crioconservato con 20nM (0,8uL) di rMnSOD e solaeiodi congelamento con

DMSO al 10%. Nell'istogramma A) viene indicata l#&alita tramite 7-AAD in

funzione della complessita cellulare, isolandoainniodo la popolazione delle cellule

mononucleate in base a parametri citofluorimetrica regione P2 indica una

percentuale di vitalita di tale popolazione intoal®4,7%. Nell'istogramma B) viene

indicata la percentuale di vitalita delle cellulelezionate mediante anticorpi anti

CD34 PE. La regione P3 indica la quota delle celldD 34-. Mentre la regione P4

indica la % di vitalita delle cellule CD34+.
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Figura 15. Dot Plot sulla vitalita cellulare espressa dallAAD per il campione

crioconservato con 40nM (1,6uL) di rMnSOD e solaeiodi congelamento con

DMSO al 10%. Nell'istogramma A) viene indicata l#alita tramite 7-AAD in

funzione della complessita cellulare, isolandoainniodo la popolazione delle cellule

mononucleate in base a parametri citofluorimetrica regione P2 indica una

percentuale di vitalita di tale popolazione intoal®5,6%. Nell'istogramma B) viene

indicata la percentuale di vitalita delle cellulelezionate mediante anticorpi anti

CD34 PE. La regione P3 indica la quota delle &=llD34-. Mentre la regione P4

indica la % di vitalita delle cellule CD34+.
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Figura 16. Dot Plot sulla vitalita cellulare espressa dallAAD per il campione

crioconservato con 80nM (3,2uL) di rMnSOD e solaeodi congelamento con
DMSO al 10%. Nell'istogramma A) viene indicata l&alita tramite 7-AAD in

funzione della complessita cellulare, isolandoainmiodo la popolazione delle cellule
mononucleate in base a parametri citofluorimetrica regione P2 indica una
percentuale di vitalita di tale popolazione intoal®7,5%. Nell’istogramma B) viene
indicata la quota di vitalita delle cellule seleze mediante anticorpi anti CD34 PE.
La regione P3 indica la percentuale delle cellule 32-. Mentre la regione P4 indica

la % di vitalita delle cellule CD34+.
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Figura 17. Dot Plot sulla vitalita cellulare espressa dall®AD per il campione

crioconservato con 80nM (3,2uL) di rMnSOD e in agse di alcun tipo di

crioprotettore. Nell'istogramma A) viene indicata Vitalita tramite 7-AAD in

funzione della complessita cellulare, isolandoainmiodo la popolazione delle cellule

mononucleate in base a parametri citofluorimetrica regione P2 indica una

percentuale di vitalita di tale popolazione intoal®5,4%. Nell’istogramma B) viene

indicata la percentuale di vitalita delle cellulelezionate mediante anticorpi anti

CD34 PE. La regione P3 indica la quota delle cel@D 34-. Mentre la regione P4

indica la % di vitalita delle cellule CD34+.
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DISCUSSIONE DEI RISULTATI SPERIMENTALI

Per una banca cordonale € necessario otteneregl®nniese cellulari in seguito a
selezione positiva di cellule CD34+ da sangue ddaoe ombelicale, per un pieno
attecchimento midollare post- trapianto. La tecnitacongelamento seguita dalla
maggioranza delle banche, tende ad evitare maaipalapre-congelamento, onde
evitare di impoverire ulteriormente il campione. rNoeffettuando alcuna
manipolazione, si rischia di non allontanare lagapone cellulare non staminale,
che non solo non e utile per il trapianto ma cheoatrario, potrebbe interferire con
esso. Per tale motivo € necessaria una seleziogsiévpodelle cellule CD34+ che
saranno sottoposte al protocollo di criopreservazie bancate anche a lungo termine
per futuri usi terapeutici. Per permettere quedtrcaggio prolungato, le cellule
staminali ematopoietiche sono sottoposte a congaltomlento e stoccate a -196°C.
Per prevenire la formazione di cristalli di ghiacahe inducono la rottura della
membrana cellulare, i protocolli di congelamentev@dono ['utilizzo di uno o piu
crioprotettori, quali il dimetisulfossido (DMSO) ele un composto polare igroscopico
utilizzato precedentemente come solvente chimicmnesto di cellule staminali
crioconservate con DMSO e stato associato alla eosapdi effetti collaterali, quali
nausea, dispnea e aritmia cardiaca, soprattuttpamenti pediatrici con bassa massa
corporea (Alessandrinet al, 1999). Il gruppo di ricerca di Limaye (1997) hastrato
come l'aggiunta molecole biossidanti ha migliora® resa di vitalita dopo
scongelamento e siccome la crioconservazione &padsabile nelle banche ai fini
trapiantologi, I'ottimizzazione del protocollo dbiegelamento rappresenta un obiettivo

eticamente necessario da raggiungere. Per talesamaine la ricerca scientifica si e
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focalizzata sull’aggiunta di bioantiossidanti diigine naturale alle soluzioni di
congelamento quali, il saccarosio e il trealositizaabili in qualita di crioprotettori
naturali contro gli effetti di disidratazione dutanl congelo (Rodriguest al., 2008;
Motta et al.,2010). Pertanto, e di grande interesse biologiaackrca di nuovi agenti
criopreservanti che riducano massimamente le nuadiioni della membrana
cellulare, causati dalla formazione di cristalligtiiaccio durante il congelamento ed il
danno cellulare prodotto dai ROS durante lo stogicag Essendo accertato
scientificamente che I'utilizzo di biossidanti maia la stabilita della membrana
cellulare, in questo lavoro si & scelto di utilizana molecola di recente scoperta, la
manganese superossido dimustasi ottenuta in faoomabinante, rIMnSOD, ad azione
antiossidante sia aggiunta ai convenzionali prdliodo congelamento sia utilizzata
quale unico agente di conservazione. In questordal® cellule staminali CD34+,
isolate da cordoni ombelicali mediante separazionemunomagnetica, sono state
congelate con DMSO al 10% con aggiunta di 20nM Mi@n80nM di rMnSOD e con
sola soluzione di congelamento con 10% di DMSO,lequ@ntrollo Inoltre un
campione cellulare é stato congelato in assenZaMfO e con la sola aggiunta di
80nM di rMnSOD. I risultati ottenuti hanno dimogtrahe I'aggiunta di rMnSOD alla
soluzione standard di congelamento migliora I'e#inza di crioncoservazione. In
particolare, il campione crioconservato con solam®®@D, in assenza di DMSO, ha
mostrato percentuali di cellule CD34+vitali dop@isgelo superiori al controllo. Tale
procedura pertanto potrebbe affiancare le metodatassiche di crioconservazione,
garantendo alle cellule staminali isolate da coedambelicale, un fattore di

protezione verso i danni causati dai ROS duranteoiigelamento. La riuscita
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dell'attecchimento delle cellule staminali trapibet € , infatti, direttamente correlato
al numero di cellule staminali CD34+ infuse in cwhi di vitalita e quest’ultimo
alla superficie dell’organismo ricevente. L'aumentiella resa di cellule vitali
consentirebbe anche la riuscita dei trapianti giamismi adulti che necessitano di un
maggior numero di cellule staminali rispetto aiéni

| risultati ottenuti rappresentano pertanto un tpudi partenza incoraggiante e

giustificano le ulteriori sperimentazioni tuttoragorso.

CONCLUSIONI FINALI

Il desiderio di oltrepassare le verita ¢einso comunba mostrato in ogni aspetto il
fascino dell'insieme delle cellule staminali. llaggio virtuale all'interno del loro
mondo ha permesso di acquisire consapevolezzalilveltule sono preziose, ma non
miracolose e che nessun tipo di cellula staminalé pssere ritenuta laellula
donatrice universale capace di guarire e salvare l'umanita dalle rtelat
Scientificamente € emerso che sono gia in atto mseeterapie che fanno uso delle
cellule staminali cordonali, mentre le criticitdcbe sollevate riguardano in particolar
modo lo stoccaggio e la possibilita di scelta teandihe pubbliche private. Occorre
ricordare che non esiste alcun argomento eticorrdétante contro la possibilita di
crioconservare il cordone in tali banche da partené coppia donatrice che intende
avvalersi del proprio diritto di autonomia e likeerpersonale, diritto rafforzato da

prospettive terapeutiche e della medicina rigenexat
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L’'arte medica € sempre stata diretta alla tutel@ dalute. L'art.32 della Costituzione
Italiana sancisce il diritto della salute come famentale diritto dell’individuo, ma
non prerogativa esclusiva dell’individuo ma dell@lettivita. La salute riguarda il
singolo perché gli consente di vivere la propriea\e di svolgere le sue attivita, ma
anche la collettivita perché il benessere del dmgoadividuo coinvolge la societa
intera. Cosi anche il tema delle cellule stamigalidonali e delle biobanche entra a
pieno titolo in questi temi sociali in quanto cattv alcuni diritti fondamentali della
persona. E’necessario bilanciare gli interessi dglgolo, quali la volontaria
partecipazione del prelievo di materiale biologitaoriservatezza e il controllo delle
informazioni e linteresse collettivo. E per questitanciamento che a parere della
scrivente, le biobanche debbano essere enti senpa dli lucro, cioe non deve esserci
la possibilita di porre un costo alle unita preteva conservate al loro interno, e per
guesto appare preferibile una conservazione dusisa degli enti pubblici, e come
tale accessibile a tutti. Il cittadino, quindi, delbbe essere educato e sensibilizzato a
tale tematica, che andrebbe incoraggiata tramite informazione priva di qualsiasi
secondi fini lucrativi, finalizzata unicamente @ane e all’interesse del singolo e della
collettivita. Nella Giornata Mondiale del DonatateSangue del 2004, San Giovanni
Paolo Il, che ha sempre richiamato al valore didl@aazione, pronuncio queste parole:
“Dare il proprio sangue volontariamente e come dogratuito € un atto di grande

m

valore morale e civico. Si tratta di 'un dono panita™. Per questo motivo, le norme
politiche che sensibilizzano le donne a donareoildone ombelicale andrebbero
incoraggiate, incrementando la cultura della dawazi anche attraverso campagne

informative adeguate: questo rappresenta la marggcamente piu attuabile per

126



garantire ad ogni persona la possibilita di scedtgponsabili per la societa e per

promuovere la donazione come un atto nobile ddadkta umana.
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