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In aggiunta alle cellule staminali emopoietiche (HSCs) in grado di generare
progenitori orientati verso la maturazione terminale, il midollo osseo contiene cellule
staminali non-emopoietiche di tipo mesenchimale (1) e di tipo epiteliale (2). Le “cellule
staminali mesenchimali” (MSCs), dotate di capacita di automantenimento e di
pleiotropica capacita differenziativa in senso osteoblastico, condrocitario,
adipocitario, mioblastico e fibroblastico sono anche denominate “cellule stromali
midollari’, data la loro capacita di generare le cellule del microambiente midollare
(3,4). Le cellule stromali del microambiente midollare sono fortemente eterogenee
essendo costituite oltre che dalla progenie delle MSCs anche da cellule endoteliali e
macrofagi (questi ultimi benche generati dalla HSC vengono considerati componenti
funzionali dello stroma) (5,6). Dal punto di vista funzionale, le cellule mesenchimali e
non-mesenchimali del microambiente midollare e i loro prodotti biosintetici giocano
un ruolo fondamentale nella regolazione della proliferazione e differenziazione
emopoietica. Le cellule stromali sintetizzano fattori di crescita e citochine regolatrici,
esprimono molecole adesive e producono proteine della matrice extracellulare che
compartimentalizzano le molecole regolatrici (7,8). Benché citochine e fattori di
crescita svolgano un ruolo cruciale nella regolazione della proliferazione e
differenziazione emopoietica, appare improbabile che ’emopoiesi sia regolata da una
miscela casuale di fattori di crescita e cellule target (9). E’ verosimile che molecole
regolatorie e fenomeni di localizzazione a livello dello stroma midollare siano
essenziali per regolare I’emopoiesi. Benche le conoscenze circa i fattori stromali in
grado di modulare lo sviluppo di cellule emopoietiche lungo le varie filiere
differenziative siano relativamente limitate, appare evidente che le cellule del
microambiente midollare sono coinvolte non solo nella regolazione della
proliferazione e differenziazione mieloide ma anche in quella T e B linfoide attraverso
tre modalita operative: (i) interazioni cellula-cellula; (ii) interazioni tra cellule
emopoietiche e molecole della matrice extracellulare; (iii) interazioni tra cellule

emopoietiche e citochine regolatrici (5).

Il ruolo esatto che le cellule del microambiente, le molecole adesive e le proteine della

matrice extracellulare svolgono nella localizzazione e organizzazione spaziale delle



cellule emopoietiche e nella regolazione della ricostituzione mieloide e linfoide dopo
trapianto di cellule staminali emopoietiche (SCT) rimane oggetto di ipotesi (10). Studi
nel topo hanno dimostrato che cellule staminali e progenitrici emopoietiche hanno
una peculiare distribuzione lungo la cavita midollare del femore suggerendo una
suddivisione del microambiente midollare in aree funzionalmente distinte
(“microambiente primario” e “microambiente secondario”) che condizionano distinte
modalita differenziative delle cellule staminali emopoietiche (11). L’esistenza di aree
microambientali primarie e secondarie € supportata dagli esperimenti di Schofield
(12) che dimostrano un ruolo delle cellule microambientali nel mantenere la cellula
staminale emopoietica in condizioni quiescenti e suggeriscono l’esistenza della
“nicchia della cellula staminale”. Un altro meccanismo che supporta il concetto di
aree specializzate del microambiente € rappresentato dalla produzione
compartimentalizzata di fattori di crescita (9). Fattori di crescita prodotti localmente
dalle cellule stromali si legano a strutture della matrice extracellulare e vengono
presentati alle cellule target che riconoscono ciascun fattore attraverso specifici
recettori (9). Questo meccanismo consente di localizzare in aree specifiche del
microambiente elevate concentrazioni di specifici fattori di crescita. Allo stato attuale,
poco si conosce circa i fattori stromali in grado di modulare la differenziazione
emopoietica. Un crescente numero di evidenze suggerisce che la stroma midollare ¢
implicato non solo nella regolazione della proliferazione delle cellule mieloidi ma
anche nello sviluppo T e B linfocitario (13-16). Specifiche molecole di adesione e
citochine sono in grado di regolare la B e T linfopoiesi stroma-dipendente (17,18)
suggerendo che lo stroma midollare possa funzionare come sede extra-timicadi T e B

linfopoiesi.

L’esistenza della MSC in grado di auto-mantenersi € supportata da molti dati in vivo
e in vitro (19). A livello funzionale, le MSCs che risiedono nel microambiente
midollare sono in grado di generare uno stroma midollare complesso sia in vivo che
in vitro e hanno capacita differenziativa multilineare essendo infatti capaci di
generare progenitori con potenziale differenziativo ristretto alla filiera fibroblastica,

osteoblastica, adipocitaria, condrocitaria e mioblastica (20-22). In assenza di un



sistema di coltura in grado di quantificare la MSC, l'unica classe di progenitori
mesenchimali attualmente saggiabile in vitro e rappresentata dalle CFU-F (fibroblastic
colony-forming cells) (23). Le CFU-F generano in vitro colonie di differente taglia e
potenziale proliferativo morfologicamente costituite da cellule di tipo fibroblastico le
qguali sono in grado, in presenza di appropriati stimoli, di differenziare in senso
adipocitario (22) o osteoblastico (24) e sono in grado di generare uno spettro completo
di cellule mesenchimali se trapiantate sotto la capsula renale di un ricevente singenico
(“stromal stem cell hypothesis™) (20,25-28). Un saggio non clonogenico per lo stroma
midollare e rappresentato dalle colture a lungo termine tipo Dexter che generano uno
stroma complesso costituito dai diversi tipi di cellule mesenchimali che compongono

il microambiente midollare.

Prerequisito per I'uso clinico di cellule mesenchimali & la possibilita di isolare
progenitori mesenchimali e di espanderli ex vivo in condizioni di coltura
standardizzate. L’isolamento e I’espansione ex vivo di progenitori mesenchimali
risiede nella disponibilita di anticorpi (es., STRO-1, SH-2) non cross-reattivi con
I’antigene CD34 e capaci di riconoscere una sottopopolazione di cellule midollari in
grado di generare in vitro stromi midollari completi e funzionalmente attivi (29,30).

Nessuno degli anticorpi attualmente disponibili e specifico per le MSCs.

L’'importante ruolo delle cellule mesenchimali nella regolazione del sistema
emopoietico € dimostrato da molteplici evidenze cliniche e sperimentali. Nel modello
di trapianto in utero (IUT) nella pecora, e stato dimostrato che la reinfusione
combinata di cellule staminali emopoietiche e cellule stromali midollari aumenta
significativamente i livelli di attecchimento di cellule del donatore (31). Nel modello
di IUT nel topo NOD/SCID, il potenziale di attecchimento delle cellule staminali
fetali viene abrogato se il ricevente viene irradiato prima del trapianto suggerendo
che il microambiente midollare esercita un ruolo cruciale nell’attecchimento mielo-
linfo-poietico (32). Nell’'uomo, un tipico modello di alterazione del microambiente
midollare che condiziona una ridotta elasticita funzionale dell’emopoiesi si realizza

dopo trapianto di cellule staminali emopoietiche. In questa condizione, oltre ad una



significativa riduzione della frequenza di progenitori emopoietici primitivi e
orientati, si osserva una marcata riduzione della capacita delle cellule mesenchimali

di supportare ’emopoiesi allogenica o autologa (33-36).

Il ruolo dello stroma midollare nella regolazione emopoietica e le peculiari
caratteristiche funzionali delle cellule mesenchimali consentono di ipotizzare
numerose applicazioni cliniche dei progenitori mesenchimali generati ex vivo
(Tabella 1). Le MSCs potrebbero essere utilizzate in associazione o meno a cellule
staminali emopoietiche allo scopo di ‘rigenerare’ il microambiente midollare
danneggiato dalla chemio-radioterapia o per migliorare la ricostituzione mieloide e
linfoide dopo trapianto di cellule staminali. Inoltre, le caratteristiche funzionali delle
MSCs  (quiescenza, radio-resistenza, attivita  metabolica, capacita di
compartimentalizzare la produzione di citochine e di interagire in modo selettivo con
le cellule emopoietiche) le rendono un target di rilevante interesse in strategie di
terapia genica (es., in pazienti affetti da deficit enzimatici o proteici) (37). Dati recenti
dimostrano che le MSCs sono in grado di modulare la risposta proliferativa di
linfociti T allogenici in vitro e suggeriscono un ruolo per le cellule stromali nella
modulazione del rigetto e nella prevenzione della malattia da trapianto verso I’ospite
(38).

Un numero molto limitato di studi clinici ha sinora esplorato I'uso in vivo delle
MSCs. L’unico studio di fase | al momento pubblicato ha dimostrato che la
reinfusione di MSCs é ben tollerata (39). Occorre sottolineare che a causa della
limitata conoscenza della biologia delle MSCs, le applicazioni cliniche delle MSCs
rimangono oggetto di ipotesi che vanno attentamente testate mediante appropriati
studi preclinici e programmi clinici. Prerequisiti essenziali per I’'uso clinico di cellule
mesenchimali sono: (i) la possibilita di isolare progenitori mesenchimali e di
espanderli ex vivo in condizioni di coltura standardizzate (40) e (ii) la dimostrazione

della trapiantabilita delle MSCs.

Benché molteplici studi nel topo e nel cane abbiano dimostrato la trapiantabilita e la



persistente attivita funzionale delle cellule stromali (41-45), nell’'uomo la
trapiantabilitd delle MSCs rimane controversa (46,47). La maggior parte dei dati
generati sino a questo momento in riceventi di trapianto di midollo HLA identico
hanno evidenziato che le cellule stromali non sono trapiantabili (46). Poiché nel
modello murino la trapiantabilita dello stroma é strettamente legata al numero di
cellule mesenchimali reinfuse, & possibile ipotizzare che lo stroma sia trapiantabile
anche nell’'uomo posto che un adeguato numero di progenitori mesenchimali venga
reinfuso. | progressi e le sostanziali modifiche alla metodologia del trapianto di cellule
staminali emopoietiche compiuti nell’'ultima decade, suggeriscono la necessita di
rivalutare il problema della trapiantabilita delle MSCs. Uno studio recentemente
condotto in riceventi trapianto allogenico T-depleto reinfusi con cellule midollari e
cellule da sangue periferico ha dimostrato la trapiantabilita di progenitori stromali la
cui progenie é stata studiata mediante i polimorfismi del gene HUMARA e mediante
ibridizzazione in situ in fluorescenza per il cromosoma Y (Carlo-Stella C & Tabilio A,

manoscritto in preparazione).

In conclusione, lo studio della biologia delle MSC appare ancora ad uno stadio
iniziale e molti aspetti devono essere adeguatamente esplorati prima che si possa
procedere, in condizioni cliniche appropriate, a valutare I'impatto terapeutico delle

MSC nel contesto di strategie di terapia cellulare e terapia genica.
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Tabella 1- Potenziali applicazioni cliniche delle MSCs

Rigenerazione del microambiente midollare dopo radio-chemioterapia ad alte dosi
Accelerazione del recupero emopoietico dopo trapianto di cellule staminali
Accelerazione della ricostituzione T e B linfocitaria dopo trapianto di cellule staminali
allogeniche

Produzione compartimentalizzata di fattori di crescita e citochine

Modulazione della GVHD

Produzione di proteine




