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Cosihovisto
“ringlovanire”

le cellule ume

SHINYA YAMANAKA *

ecellulestaminalisi definisco-
no tali per la loro capacita di
generare moltissimi tipi di-
versi di cellule. Hanno due
caratteristiche principali:
multi potenzialita, appunto,

e capacita di proliferare in
modovirtualmenteinfinito.
Come & noto, le cellule sta-
minali embrionali derivano
dagli zigoti e in particolare
dallazonainternadellabla-
stocisti che si forma dopo
circa una settimana dalla
fertilizzazione, quando essa
s'impianta nell'utero.

Nel 1981 iricercatori furo-
noingradoin grado diprele-
varele cellule dalle blastocisti
impiantate nell'utero e di
espanderle in vitro nel topo.

Pertanto, tali cellule sono uti-

lizzate per scopi scientifici da
ormaiquasi circatrent’anni. Nel

1998 un professore dell’univer-

sita del Wisconsin, James Thom-

pson, riuscia generare linee di cel-

lule staminali embrionali da em-
brioni umani; dotate delle stesse ca-
ratteristiche delle cellule staminali
embrionali di topo: capacita di espan-
dersi all'infinito e diventare cellule di
qualsiasi tipoinsistemi di colturainvitro,
daineuroni alle cellule del sangue fino alle
cellule del cuore.

Inlinea teorica, € quindi possibile, utilizza-
re le cellule somatiche differenziate derivate
dalle cellule embrionali, per la terapia di diversi
tipi di patologie degenerative, consentendo un
recupero funzionale dell’'organo affetto dalla

ne

malattia. Sappiamo, pero, che esistono due
aspetticriticichedisincentivanol’utilizzodique-
ste cellule: il primo & di tipo immuneclogico, poi-
ché queste cellule non sono riconosciute come
“proprie” dall’organismoin cuiverrannoinietta-
te, in quanto derivate da embrioni con corredo
genetico diverso dall’organismo in cui si debbo-
no impiantare; il secondo aspetto & di tipo etico:
la generazione di linee cellulari da embrioni
comporta infatti la manipolazione, se non la di-
struzione, degli embrioni stessi.

Maveniamo oraall’oggetto dellamiascoperta:
le cellule staminali adulte riprogrammate, le sta-
minali pluripotentiindotte (iPS). Nel 1999, quan-
doottenniilmio primolaboratorio comericerca-
tore indipendente, decisi di concentrare i miei
sforzisulla generazione di cellule simil-stamina-
liembrionaliderivantidallecelluleadulteconca-
pacita multidifferenziative, un processo che
comporta unariprogrammazione nucleare.

L’intento che mi prefissai allora era successivo
all’esperimento di clonazione della famosa pe-
coraDolly attraversolatecnicadel trasferimento
nucleare, cheimplicail concetto cheinucleidel-
le celluleadulte, indeterminati contesti, possono
riprogrammarsi per diventare cellule embriona-
lie generare addirittura un organismo intero, co-
me una pecora Dolly. All’epoca (...) non si aveva
alcuna idea di quali potessero essere i meccani-

smi

edige-

ni impli-

cati in que-

sta trasforma-

zione. In appena

sette anni riuscimmo

acentrareil nostroobiet-

tivo: attraverso il trasferi-

mento di soli quattro geni (...) al-

I'interno di una cellula adulta, assi-

stemmeo alla trasformazione della cellula
stessa in una simil-staminale, che denominam-
mo “cellula staminale pluripotente indotta”
(stem cell-iPS), per differenziarla da quella em-
brionale, cheinvece e “naturale”. Nel 2006 siamo
poi riusciti ad ottenere le iPS da fibroblasti della
pelle dal topo; nel 2007 le abbiamo tratte dai fi-
broplasti della pelle di uomo. Successivamente,
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siamoriuscitiaricavarele cellule staminali pluri-
potenti indotte con I'utilizzo di solo tre fattori di
trascrizione piuttostoche conquattro, escluden-
do il gene myc, un potente oncogene in grado
quindi di causare|’insorgenza di tumori.

A seguito di queste scoperte, 'universita di
Kyoto ha deciso di aprire un centro specializzato
nella produzione e nell’utilizzo in terapia di que-
sto nuovo tipo di cellule staminali. (...) Il centro

collaboraanchemoltocongliospedali(...). Epro-
priol'importanzadell’interazioneconimalati, ci
ha spinto a creare all'interno dell’istituto un di-
partimento che tratti le problematiche collegate
all’applicazione di queste tecnologie alla salute
dell'uomo.

Come otteniamo dunque le cellule staminali
pluripotentiindotte? PergenerareleiPS abbiamo
semplicemente bisogno di una piccola biopsia
cutanea.Questebiopsievengonopostenellapia-
stra per le colture all’internc della quale silascia-
no crescere le cellule. I geni che inducono la ri-

pro-
gram-

mazione

sono intro-

dotti nelle cellule

durante la fase di

espansione con vettori
retrovirali. Una volta “infetta-

te”, queste cellulediventanoiPSnel
girodicircaquattrosettimane. Perespan-

derle abbiamo bisogno poi di altre due settima-
ne ¢, infine, di altre quattro per differenziarle.
Come detto, queste cellule possonoe differenzia-
re verso qualsiasi tessuto, tra cui i cardiomiociti
(cellule della contrattilita miocardica) riconosci-
bili gia in coltura (...). Uno degli aspetti pili signi-
ficatividelleiPS & che, in caso di necessita, si pos-
sono generare dallo stesso paziente, quindi cel-
lule conunidentice corredo genetico del pazien-
te in cui s’inietteranno. (...) Ad esempio, in sog-
getticolpitidaunamalattiacardiaca,lecelluleiPS
possono dare origine a cardiomiociti sani. In al-
tre parole, & possibile generare cellule sane da
soggettimalati. Ele applicazionisono svariate: si
possono impiegare le iPS per differenziarle in

neuroni. Proprio questi
esperimenti hanno di-
mostrato che i neuroni
iPS-derivati (sia di to-
posiadiuomo) hanno
la stessa capacita dei
neuroni ottenuti da
cellule staminali em-
brionali di curare, o
comunque di mi-
gliorare, lo stato di
menomazione per
danno spinale (...).
Quello che stiamo
facendo attualmen-

te & utilizzare le cel-
lule neuronali deri-
vantidalleiPSumane

in modelli di danno

spinale di scimmia.
Con ulteriori modi-
ficheallanostratecno-
logia iniziale, abbiamo
costruito nuovi vettori
che non entrano nel ge-
noma dell'espite per tra-
sportare i fattori necessa-
ri alla conversione dei fi-
broblasti in iPS. E noto in-
fatti che l'introduzione di
materiale genetico in prossi-
mitadioncogeni, causatumo-
Ti.
Bisogna considerare pero che
la produzione di iPS per uso clini-
co comporta costi elevati, poiché
sono necessari ambienti asettici,
molto costosi da mantenere. Un pro-
blema non secondario per I'impiego
delleiPSinterapia&legato anche ai tempi
di ottenimento delle cellule differenziate. Il
danno spinale necessita di terapia cellulare
immediata, mentre sono necessari quattro-sei
mesiprimadiottenereneuronidafibroblastidel-
lo stesso paziente. E pertanto essenziale avere
cellule daimpiantare nell’arco al massimo di ot-
to giorni dallalesionemidollare, come dimostra-
toneltopo. Per questo motivo, ilnostro centro sta
creando una banca di iPS da volontari sani. Im-
maginiamola come una banca del sangue cui si
ricorre quando non & possibile utilizzare il san-
gue del paziente. Allo stesso modo, le cellule sta-
minali pluripotentiindotte verranno mantenute
inun archivio e utilizzate quando e se necessario
(...). Cosi come esistono vari gruppi sanguigni
compatibili con i vari pazienti, allo stesso modo
anche in questo campo si dovra condurre unari-
cerca sulla compatibilita. La sfida & ambiziosa
poichémentreigruppisanguignisonoquattro,le
combinazionidicellulesonopiutdidiecimila, per
cui I'obiettivo primario & quello di trovare una
sorta di “gruppo 0” che possa creare le condizio-
ni di massima compatibilita con il maggior nu-
mero di pazienti.

Abbiamo calcolatochecon150tipidiiPS e pos-
sibile coprire il 90% della popolazione. (....) Nel
nostroistitutoabbiamo stabilitolaFacilityforiPS
Therapy, in cui creeremo cloni di cellule iPS che
coprono tutto il sistema di istocompatibilita
(HLA) nella popolazione giapponese (...). Altra
interessante applicazione delle iPS & la genera-

zione di modelliin vitro di malattia umana. Mol-
ti gruppi hanno generato neuroni da cellule iPS
dapazienticonsclerosilateraleamiotrofica, cau-
sata dalla degenerazione dei motoneuroni. (...)
Rimangono comunque da risolvere diverse
problematiche, come impedire che nell’organi-
smoospitesiano trapiantate cellulenoncomple-
tamentedifferenziate, processochepotrebbe ge-
nerare dei teratomi, tumori embrionali derivanti
dallecellulestaminali. Sideve tenere presentein-

fatti chelariprogrammazione ha molti aspettiin
comune conimeccanismimolecolaridel cancro:
il tumore e proprio una riprogrammazione del
nucleo (...).Inconclusione, siamo ancoraagliini-
zi di questa affascinante prospettiva e abbiamo
ancora molto dalavorare primache queste cellu-
lediventino unarealta clinica periprossimianni.
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spiega la tecnica usata per creare, dalla pelle,

*Kyoto University
Premio Nobel Medicina2012

LA TERAPIA INTENSIVA
RIDUCE LA MORTALITA

La mortalita postoperatoria
alivello europeo & in aumento
ma questa viene ridotta in modo
significativo se all’intervento
segueil ricoveroin un reparto
di terapia intensiva, soprattutto
per i pazienti a rischio

di complicanze cardiovascolari,
respiratorie 0 metaboliche. Sono
queste le conclusioni

di unaricerca pubblicata
sullarivista The Lancet, che ha
analizzato prospetticamente
piu di 46.000 pazienti di 500
ospedali in 28 paesi europei,
tra cui I'ltalia. Nello studio sono
stati valutati sia la mortalita
intra-ospedaliera che il ruolo
dellaterapia intensiva

per migliorare la sopravvivenza
dei pazienti sottoposti
achirurgia non cardiaca

La mortalita postoperatoria
intra-ospedaliera & risultata

in media del 4%, quasi il doppio
di quanto si conosceva,

ma con divario significativo
(dal1,2% al21,5%)traidiversi
paesi, speciaimente queli
dell’Est. In ltaliala mortalita

€ risultata essere del 5,3%,
menire nel Regno Unito

del 3,6%, in Franciadel 3,2%
edin Germaniadel2,5%

«|a causa principale di questo
aumento», dice Paolo Pelosi,
autore dello studio e direttore

© RIPRODUZIONE RISERVATA

di anestesia e terapia intensiva
al S. Martino- Ist di Genova,

«& daricercare nella mancanza
di un’assistenzain terapia
intensiva, non sempre
disponibile, specialmente
peripazienti ad elevato rischio
di complicanze. Inoltre

la presenza di una terapia
sub-intensiva (step-down)
post-operatoria migliora

la sopravvivenza complessiva
del 15%»

MALATTIA DI GAUCHER
VERSO LA CURA ORALE
Positivi risultati per la terapia
orale nella malattia di Gaucher
ditipo 1 (la pit diffusa)

Lo studio Engage, in fase 3

(40 pazienti) su eliglustat tartrato

(Genzyme) segnala
miglioramenti del volume
dellamilza e dei livelli

di emoglobina, piastrine

e volume del fegato rispetto
ai soggetti trattati con placebo
Attualmente i malati utilizzano
laterapia perinfusione
endovenosa. La malattia

di Gaucher & una condizione
ereditaria che colpisce meno
di 10.000 persone intutto

it mondo. Questi pazienti

non possiedono quantita

sufficienti di un enzima preposto

ascindere una specifica
molecola di naturalipidica
Cosi le cellule sovraccariche
di lipidi (denominate cellule

di Gaucher} siaccumulano

in diverse parti dell’organismo
(milza, fegato e midollo osseo)

@fd.r)

insieme al collega inglese,

“riprogrammate’”’ in grado di produrre tessuto nervoso, muscolare 0SSeo

e qualunque altro organo del corpo.

ZIGOTE

La cellula
incuiiDna

dello spermatozoo
e dell’ovulo sisono
fusi. Daquesta
derivano tutte

le cellule del corpo

BLASTOCISTI
El'agglomerato

di 16 cellule ancora
tutte uguali
formatesi dai primi
quattrocicli

di duplicazione
dello zigote

ESPOLNESIONE
La moltiplicazione
delle cellule che si
ottiene anche fuori
del corpo grazie
allacolturain vitro
con nutrienti

e fattori di crescita

SOMIATICHE
Cellule del corpo
“adulte” che hanno
concluso

il processo

di maturazione

e compongono
pelle, cuore, ossa...

YVETTORI
Virus manipolati
inmodo
dacontenere

dei geni, entrare
inunacellula
einserirli nel Dna,
senzadanneggiario
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IDIVERSITIPL DI STEVIINELE Cellule adulte
Sono cellule

Le staminali sono Ovocito Zigote Biastocisti mature

cellule primitive fecondato gia specializzate

non specializzate

capaci di

trasformarsi

in diversi altri

tipi di cellule

Celiule
di organi
diversi

Dopo la Staminali Staminali

fecondazione totipotenti pluripotent |

'ovocito Sono cellule Sono pit mature delle

comincia embrionari totipotenti, possono Le cetlule

a replicarsi in grado di dar vita solo ai tessuti multipotenti

e si forma dar vita a tutti che derivano da uno posSONo

io Zigote i tipi di tessuti dei primi tre grandi strati essere coltivate
dell’organismo cellulari differenziati in vitro per creare
adulto (foglietti germinativi) tessuti di tutto il corpo

O L Galse

adulte sono’

“tornate staminali
‘tha possons

0 Si prefevano
cellule adulte

dat pazienti malati
@ Nei nuctel
vengono
inseriti | geni
individuati

da Yamanaka

EColuie
staminal
incoitura

dlun topo”

@ Queste celluie
staminalj vengono
o fatte crescere
e trasformate in
1e8SULO Nervose,
del cuore, del
fegato, ecc

; cellute uove 7
diuntopo <77 1
6 Le applicazioni
pratiche sono
ancora in fase o
studio. | tessuti da
staminali possono
servire per trattare
diverse malattie

< dello celuie’
Shinya -staminai
Yamanaka
LA TRASFOUMAZIONE
M CELLILE ADURTE

 STAMINALL

Cellule
del sang




