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In recent years, an increasing number of patients waiting for a kidney transplant showed the presence of
alloantibodies against HLA antigens and né#lLA. Evidence demonstrates the contribution aégulatory

T lymphocyte cells Treg in modulating the immune response in different animal models and in clinical
transplant, to suggest their potential use as markers of tolerance, rejection or prediction of organ
transplant outcome. Recently,Treg has keen shown to increase immunotolerance following MSCs
infusion into experimental models of solid organ transplantation.

We have previously providedn vitro evidence that NGAL Neutrophil gelatinas@ssociated lipocali a
known biomarker of renal injuryjs able to induce immune tolerance by upregulating H& expression
and expansion ofTregin normal subjects.

In this study, we evaluated the effect of NGAL on expansion dfeg and HLAG expression in
haemodialysis and hyperimmunized patients; then, waviestigated the immunomodulatory effect of
adiposederived mesenchymal stem cells (ASCs) on PBMCs derived from pati&itscarried out isolation
from peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) and immunophenotypicvitro characterization of
Tregafter NGAL treatment and after ceculture with ASCs.

Our results demonstrated an immunomodulatory effect NGAhediated on lymphomonocyte population
derived by nonrhyperimmunized, aslregpopulation and HLAG expression augmented, while this effect
is inhibited inPBMCs derived from hyperimmunized patients. The immunomodulatory effect on PBMCs
in these patients is reestablishedin vitro by coculture with adiposederived mesenchymal stem cells.
ASCs could be a good future prospective for modulating immune systerafdre or during kidney
transplant in hyperimmunized patients, expanding access to transplants to these complex patients.

.ACi E OI OEIiE ATTE 7 AOAOAEOOI 16ET OAOAOOA OAOOT ¢
presenza elevata di éanticorpi contro antigeni HLA e no#HLA, definiti iperimmuni. Recentemente, €
OOAOT AEIT OOOAOGT 18A0T AT O AAT T o0EIT OTTOTITI1T AOAT UA
(Treg]d AT BT 1 0o0ET £ZO0OCETT A AE - 3#0 ETland AlcAnddtudiBaninOET AT (

dimostrato il contributo di Tregnella modulazione della risposta immunitaria in diversi modelli animali e

nel trapianto clinico, per suggerire il loro potenziale utilizzo come marcatori di tolleranza, rigetto o
previsione dA lodtcdmedel trapianto d'organo.

Un precedente studio ha dimostrato che NGALINéutrophil gelatinas@ssociated lipocal) un noto
biomarkerdi danno renale, é in grado di indurrim vitro immunotolleranza aumentando I'espressione di

HLAG e I'espansine diTregin cellule linfomonocitarie (PBMC) di soggetti sani.

In questo studio, si € valutato I'effetto di NGAL sull'espansioneTdiege I'espressione di HLA in pazienti

con insufficienza renale cronica sottoposti ad emodialisi e iperimmuni, e siphr@fondita la capacita
immunomodulatoria di cellule staminali mesenchimali adulte derivate da tessuto adiposo (ASC) nei
confronti di PBMC derivati da queste categorie di pazienti.

| nostri risultati hanno dimostrato un effetto immunomodulatorio mediato d&NGAL sulla popolazione
linfo-monocitaria derivata da pazienti in emodialisi non iperimmuni, in maniera dose dipendente,
AGEAAT UEAOT AAI 1 6 AOQI TAebeldhlleghbrkdsibnA di BLEEDMentre guestd eflettod’eE

risultato inibito in PBMC derik OE A A DAUEAT OE EDPAOEI i OT E8 ,oEi i O1 T
categoria di pazienti & stata ristabilitin viroET  OACOEOT Al ldtukd conk@idersiardinaldl A E
mesenchimali derivate da tessuto adiposo. Le ASC potrebbero essana buona prospettiva futura di

terapia cellulare autologa per modulare il sistema immunitario, prima o durante il trapianto di rene, in
DAUEAT OE EPAOEI i OTEh Ai DBl EAT AT 12AAAAOOI AE OOADE
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, 6 ET OO &£AE AEAT thhonickiiieydisdas€XD & link palogja caratterizzata dalla
perdita progressiva e irreversibile della struttura e delle funzioni escretorie, endocrine e
metaboliche dei reni.
Secondo le linee guida ddidney Disease Outcomes Quality InitiatjiéDOQI) della National
+EAT AU &1 O1T AAOGET 1T 1086EI OOFEZEAEAT UA OAT AT A AOI1
glomerulare estimated Glomerular Filtration RgteGFR) scendsotto i 60 ml/min/1,73 fper un
periodo di almeno tre mest.
Il danno renale puo essere accertato grazie alla presenza di albuminuria maggiore di 30 mg/g in
almeno due campioni di urinasutte [ AT OOA A' &2 h Adold standakdl TBOEA A (
determinare la funzione renale nella pratica clinica & calcolato sulla base dekarancedella
creatinina®, un aminoacido che deriva dal metabolismo muscolare del creatinofosfato, mediante
I NOAUEIT 1 AcalkE #1 AEAOI £0
ET OO&ZEEAEAT UA sapefsiiddivisa in 3 giadila EedoAda BeDvalorddél etsFR
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{ Stadio 1: (eGFR >90 ml/min per 1,73),nn cui la funzione renale &€ normale, ma
potrebbero comparire anomalie strutturali o alterazioni negli esami del sangue o delle
urine.

{1 Stadio 2: (¢eGFR 689 ml/min per 1,73 /), in cui si riscontra un danno renale e la funzione
e lievemente ridotta.

9 Stadio 3: (eGFR 389 ml/min per 1,73 &), in cui & presente danno renale con funzione
moderatamente ridotta.

1 Stadio 4: (eGFR 129 ml/min per 1,73 & in cuiil danno ha gravemente compromesso la
funzione renale.

{ Stadio 5: (eGFR>15 ml/min per 1,73°mquando il paziente & nella fase termibe
AAT 1 8ET OO0 AFEMTiald ReAal iBRaSE, £SPRDIN fuesta fase & necessario
sottoporre il paziente ad un tattamento emodialitico sostitutivo, in quanto il livello della
sua funzione renale non & compatibile con la Vitad & necessario porre particolare
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La progressione della CKD dipendeipcipalmente dalla patologia di base scatenante il danno

renale, ma é favorita anche da: ipertensione arteriosa sistemica, danno renale da ipoperfusione

0 sostanze nefrotossiche, proteinuria, dislipidemia, iperfosforemia, ridotti livelli di ossido nitrico

e fumo di sigaretta.

, A AAOOA DPOET AEPATE AEA AT i DI OOATT 18ET O OCAI
OAARAOE DPET OOEI OPPAOEh O111 EI AEAAAOA -A 138
interstiziali come la nefropatia da reflugs il rene policistico e ostruzioni delle vie urinarfe.

'l AT 1 OOAOET h TAE OAAOGE ET OEA AE OOEI OpPI NO
scarse condizioni igienicganitarie, AANOA AT 1T OAI ET AOA A ET OACOEO
erbe medicinali potenzialmente tossiché

'TAEA EAOOTI OE CAT AOEAE DBl 00i1T1T AT 1T OOEAOEOA
dimostrato che polimorfismi del gene della catena pesante 9 della miosina non muscolare
i-9(Yq A AAI 1 6ADI ICEDI D AIODMA AIEA OE jAI Q0 /6,ELI@T OCAT L
popolazione africana®?®

In genere i pazienti non manifestano i sintomi della malattia fino a che non raggiungono gli stadi

PEI AOAT UAOGEh NOAOOT DPAOAEiT E 1 AoEQbrhpEnsad A OOC
che comporta un aumento della filtrazione e di eGFR dei nefroni residui. Con il progredire di
NOAOGOI OOAOI h PAOEh 1 6AAAOOAT AT O1T AATTACCEA E
sclerosi e lesioni tubulanterstiziali che indicono un peggioramento della funzionalita renale e

TAEOTTE

O1 601 OAOET OA MAOAEOA AE
sindrome uremica, in cui il paziente mostra dei sintomi caratteristamvuti alla riduzione della
funzionalita renale e al conseguente accumulo di sostanze tossiche nel plasma.

"1 E AEEZAOOE OEOOAI EAE AA1I 1 600CAIEA OAOIETAIA O
In questa fase i pazienti in genere mostrano sintomi quastenia, dimagrimento, vomito, pallore,

alito maleodorante e brina uremica.Conseguentemente a questa sindrome nei pazienti
insorgono gravi manifestazioni ematologiche, cardiovascolari, endocrine, neurologiche ed
ossee.

In primo luogo la compromissionedella funzionalita renale comporta una riduzione della
OEOCAIT ETA $ A O A OAOGEOOAT UA Al AAI AEOGOET I T h A
della sintesi di ormone paratiroideo (PTHlefinito come iperparatorioidismo secondarid'e da

uno squiibrio a carico degli ioni bivalenti. Questa condizione ha effetti tossici a livello



cardiovascolare e porta ad un aumento della morbilita e della mortalita nei pazienti con CKD, in
DAOOEAI 1 AOA A OACOEOI AAI16AOQI kicOAOA AADPI OEUE
Inoltre, nelle fasi piu avanzate d& malattia, il rene non riuscendad eliminare li sodio in

eccesso, portaal 8 ET O1 O &lA Tcdimblicadione di patologie cardiovascoldti come

6 EDAOOAT OETT A AOOAOET OAh Apedlita dihefronbidnziddanti ©A h DI
ATl T OACOAT OA ACCOAOAI AT OI AAT 1 G6EPAOOAT OETTA 0O
, 6EPAODAOAOGEOT EAEOI T OAATTAAOET h 168ATAI EAR T
metabolica nel paziente uemico possono aggravare una pesistente condzione di insufficienza

cardiaca o potare allo sviluppo della stessa, che determiraT 6 A1l AOAOA 11 OAEI E(
cardiovascolare 13

#1 1 AEUETTE ATiT A EI AEAAAOGA TAITTEOIh 181 AAGEOU
in associazine con CKD, rappresentano witeriore fattore di rischio per lo sviluppo di patologie
cardiovascolari.

Durante la progressione della CKD é possibile anche riscontrare la presenza di alterazioni ossee,
come osteite fibrosa, osteoporosi, dovute alla ridéd sintesi di vitamina D attiva ed a
iperparatiroidismo secondario, oltre che il manifestarsi di calcificazioni in organi e arterie di
medio e grosso calibro che ne aumentano la rigidita delle paré®

Nei pazienti dializzati la calcificazione non tgrda esclusivamente la tonaca intima come nella
patologia aterosclerotica classica, ma interessa anche la tonaca media. Cid comporta una
risposta al danno anche da parte delle cellule muscolari lisce, oltre che da parte delle cellule
endoteliali. Conseguatemente si ha un magagior rilascio di fattori di crescita e citochine pro

ET £ZEAiI i AOT OEA AEA AT i1 DPi OOATT 18AOOEOAUEITA AA
La riduzione della funzione escretoria del rene comporta anche iperfosfatemia, ipomagnesemia

e iperkaliemia,ind T AOA DPAOE 1 6 ANOEI E‘Aioank intdttd finb 4 cheEGFRA D1

non scende sotto i 10 ml/mitt

$Al DPOT O AE OEOOA Ai AOITTCEAIh T A | AT EZAAOCOAU
AT OOOA A1 1G8ET AADAAEOU uahthdl suffididnte i eAtiEpoidinal (BPOY OA  (
determinandoOT A OEAOQUEI T A AE OAOEAT 11T AEOE DOl Al OOE

T Al OAT COA AE O1 OOET A OOAI EAEAh ET COAAIT AT AE
che contibuOAA Al 1 8ET O1T OCAT UA A Al DPACCET OAI AT O A}
aggiungo i deficit di ferro e folati che il paziente potrebbe presentare a causa di un inadeguato

apporto con la dieta®



| pazienti con uremia terminale mostrano anche un@duzione del numero di piastrine con
prolungamento del tempo di sanguinamento yremic bleediny Cio si verifica in quanto si
OOCEI OPPA O1TG6A1 OAOAUETTA TAIT A &£OTUETTA AA]
AANOEOEOAT 11T OT 8 A dedidh® © &gfrdgazidnk BcheAostérbla ilAldfo ndmale
funzionamento. Questa alterazione si manifesta con petecchie, porpora, aumento del rischio di
sanguinamento dopo una ferita e ecchimosi.

Le complicanze neurologiche nel paziente uremico sono generalmenrtevi, tuttavia quando
eGFR scende sotto i b ml/min, puo manifestarsi anche encefalopatia uremica, con
conseguente difficolta di concentrazione, confusione, letargia, euforia, depressione, apatia,
insonnia, irritabilita e, se non trattata, comé&t

Possonoinoltre insorgere manifestazioni neuromscolari e neurovegetativetutti i pazienti con

CKD sviluppano neuropatia uremica asintomatica che colpisce sia i nervi motori che quelli
sensitivi e che interessa soprattutto i nervi periferici degli arti inferi.

| pazienti uremici presentano alterazioni anche a livello del sistema immunitario, a carico sia
Oi T OAT A AEA AAIT1G86EI T OTEO 110
OEAT OOA &AOT UETTAI EOU OA I
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T AT1 8AAAOQI 01T AE OiI OOET A OOAI EAEA A AAOOT ¢
AT i bi OOE AAI 1T A COATEAET A TAI OATCcOAn AEA EI
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contribuendo alla generazione di uno stato infiamatorio e di immunosoppressiong
1 alla riduzione della produzione di eritropoietina che porta ad un aggravamento dello stato
di stress ossidativo cronico e ad un aumento della concentrazione di tossine uremiche nel
sangue.
In caso di sindrome uremica si putnanifestare anche disbiosi intestinale che comporta
Dl 00111 DPOI AOOOA O1T OOET A OOAT EAEA Al T1B8ET OAOT I
catena corta con funzione immunoregolatoria’
A causa della ridotta funzionalita renale, nel siero dei pazienti si accumulano proteitie
dimensioni <50 kDa, che in condizioni normali webbero filtrate dal glomerulo. Questo

accumulo porta concentrazionproteiche tali da avere effetti sul sistema immunitario tra cui la
5



Ol PPOAOOET T A AAI 1 8AOOEOEOU AAITT A AAITTOI A " A

1 8 AOOE O A pathwaly dkernatizo ddlicomplemento con funzione immunosoppressivais
linfociti BA) T T 1 OOAN
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6 AAAOI OI1

AAT1T A DPOT OAET A AEA |

tra linfociti T regolatori (Treg e linfocti T helper 17 ¢IL7), come viene riscontrato in patologie

autoimmuni e inflammatorie!8

Le cellule T2 attivate secernono
B e ll-10

Le cellule Treg
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InfaEdnaleCrorne A BEnd patogia progressiva irreversibileil paziente deve

scegliere insieme al nefrologo quale tipo di terapia attuare per sostituire la funzione renale. Le

OAOADEA

Z A 2 A N A 2 o

i ACCET OkF Al dialsi périandaOderO A

o1

permettere la rimozione delle sostanze di rifiuto potenzialmente tossiche, anche se la terapia

A3 A1 AUETTA BAO

trapianto di rene.
, 6 AT T AEAT EOE OA D bliicA QitkdiffGsA e, & tifferdrd dilld didisi pedtdndale,

deve essere svolto in ambulatori attrezzati e consente al paziente con insufficienza renale

i OOAT AOA O161 OOEIi A OEDOAOA

A A

cronica di attendere il trapianto anche per numerosi anni, mantenendo una buona qualita di vita.

I A AEAI EOE OE DPOE OAOEAEAAOA

DuranO A

I BEAQCORAAC

di complicanze preesistenti tali da determinare una mortalita maggiore rispetto ai pazienti

sottoposti a dialisi peritoneale.
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AT 1 8AT AEOT AAE DAUEAT OE Olododné Mrestae Epartidolar® O A O O
attenzione a quelli definiti iperimmuni. A livello europeo circa il 2% dei pazienti € iperimmune,
mentre in USA la percentuale € intorno al 14%

Un paziente viene dfinito iperimmune quando presenta per 3 misurazioni upannello
anticorpale (Panel Reactive Antibogy0 2 ! Q -8%4d, M base ai parametri europei o USA
rispettivamente. ¥

Il PRA € un indice utilizzato per valutare la sensibilizzazione contro gli antigeni HH&@n
Leucocyte Antigef®®h B OT OAET A 11T AAT EUUAOA OOI 1 A o060 A O £EE
E 1 AOGATAEOCE A 1T A AAIT1OI A AAT 161 OCATEOI T h AOOO
immunitario. Quando queste proteine sono riconosciute come estranee dai leucociti possono
scatenare reazioni immunitarie.

Gli antigeni HLA sono ésemamente variabili tra gli individui, percid hanno una notevole
importanza nei trapianti: molecole HLA del donatore possono essere riconosciute come
estranee dal Stema immunitario del riceventePiu le molecole HLA del donatore e del ricevente

sono simli, minore sara il rischio di rigettodi conseguenzavalori di PRA elevati si associano ad

Ol A OEPOAOA OEOAOAAOA AAITT A AEOTUETTAI Eo AAI

1 8ET O OCAT UA efahdO AGEOAA AQIl | KAWGEIATT OOADPEAT OAOQT 8
La sensibilizzazione verso gli antigeni si crea quando il paziente viene esposto ad antigeni HLA
not-self, ad esempio durante precedenti gravidanze, trasfusioni o trapiaattomporta una lunga

DAOI AT ATUA ET 1 EOOA Ad Adquénbdiventdndolio diffitile toaeBrE AT O1
donatore compatibile, oltre cherichiedere una maggiore immunosoppression@

In alcuni casi anticorpi arfHLA sono stati rilevati anche in soggetti che non sono mai venuti a
contatto con eventi sensibilizzantil OAOOE OEDPE AE Al OEAT OPE OI 11 A
un esempio in uno studio su una popolazione pediatrica di 23 bambini in attesa di trapianto che

non hanno mai ricevuto trasfusioni, dove il 26% ha sviluppato anticorpi-&titA nel corso db

mesi. Ci0 potrebbe essere dovuto a unerosssensibilizzazione in seguito a infezioni come
influenza, epatite C e al contatto con microorganismi, proteine ingerite o allergeni. In alcuni casi
anche eventi preinflammatori come traumi o operazioni sono a&®ciati ad un aumento degli
anticorpi antir-HLA?Z3

, A OEODPI OOA Ei i O1 EOAOEA AEA OE AOOEOA T AE OEA,
" AEA 48 ,6AO0O0EOAUEITA AAE 1ET &£ AEOE " Al D]



riconosciue comenotselh | AT OOA E 1 ET £ AEOE 4 AOOEOAOQOE O
identificato come estraneo, causandone la distruzione per mezzo di un effetto citotossico e
infiammatorio.*®

In alcuni casi gli anticorpi non sono rilevabili, m&dellule di memoria possono comunque essere
DOAOGAT OE A AAOA T OECETA A O A OAPEAA OEODI O0OA
NOAT OEOU AE )C¢' OPAAEAZEAEA €71 OACOEOI AI16AOD
Poiché per alcuni pazienti iperimmuni diveatimpossibile trovare un donatore compatibile, € di
fondamentale interesse lo sviluppo di nuovi protocolli di desensibilizzazione che permettano di
effettuare un trapianto anche con uncrossmachpositivo, cioé anche se il paziente presenta
anticorpi antrHLA del suo potenziale donatore. Lo scopo di queste nuove tecniche e quello di
mantenere, per le prime settimane o mesi, gli anticorpi donatore specificdofor-specific
antibodieh $3! @ O1 001 1 A OiICIEA AEA AAOOW@ApeiotoilOE CAC
rene trapiantato sembra sviluppare un grado di resistenza al danno mediato da anticorpi. Questa

AT TAEUET 1T A Gdedrodatioh A ABT E O A OD A A A Edp-iedolazivAe ditgend O O A
prottettivi .2

Una strategia di desensibilizzazi@n consiste nella somministrazione ad alt dosi di
immunoglobuline, per via endovenosdIntraVenous ImmunoGlobulitvIG, in grado di inibire la

proliferazione delle cellule T, la sintesi delle citochine pbol £AE AT | AOT OEA A |

Qu
b\

complemento, noltre, fa si che le immunoglobuline somministrate interagiscano con i macrofagi

A 1T A AAIT 1 OIA AAT AOEOEAEA O1 DDOHEN Wh?ATQuestd | AC
trattamento comporta anche un aumento della sintesi di citochine prodotte dai linfocitihelper

2(h AAOAOI BptORICATT AWIEG T A AAl OAAAOOT OA &Ar) )™
immunomodulatorie*3 OOAE OAAAT OE EAT1T1T AT AEA AEIT OO0OAO

somministrazione di farmaci biotecnologici, il cui principio attivo € una sostanza biologicamente

attiva, come proteine o acidi nucleici, prodotta da unasgente biologica. A questa categoria di

farmaci appartengono ormoni, enzimiimmunoglobuline e anticorpi monoclonali, che agiscono
selettivamente sui specifici recettori cellulari. Il vantaggio dei farmaci biotecnologici rispetto a

quelli tradizionali, cOAT OOE AA 111 AATT A A OAACAT OE AEEI EA
OAl AOGOEOA OAOOT 1 A AAITTOIA OAAOOACI ET 6h OEC
miglioramento della tollerabilita della terapia da parte del paziente e, di conseguenzella sua

gualita della vita. Un esempio di farmaco biotecnologico utilizzato nei protocolli di
8



desensibilizzazione ¢ il Rituximab, un anticorpo monoclonale diretto contro il CD20, recettore di
membrana espresso sui linfociti B e implicato nel controllo e AOOE OAUET T A AAI
cellule B (BCR¥*Il Rituximab permette la deplezione dei linfociti B maturi CD'2the potrebbero
produrre anticorpi anttHLA donatore specifico. In alcuni casi a questo trattamento viene
aggiunta anche la somministrazize del Bortezomib, un inibitore del proteasoma capace di

AAOOAOA 16ADPI POI OE AAIT A bi AOIi AAATT O A AA EI

AATTBEI T OT T AOOT O A HiiuAal c@ldnna &dnlalta lafin@QdE IegBnte per le 1gG,
permettendone la rimozione dal plasma&®

| protocolli di desensibilizzazione spesso mostrano una bassa efficacia e permettono soltanto

una breveintermedia sopravvivenza del rene trapiantaté!

OtOA Al 1 600EI EUUI AE NOAOOE bDHOI OIAITTTER 1 00/
micofenolico € in grado di ridurre il valore del PRA, infatti esso ha inibisce la risposta dei linfociti

T, che a loro volta mediano il rigetto cellulare acuto,ta che bloccare la risposta dei linfociti B.

| OOEOEOQOU OACETTAITA A 11T AATA
, A 1 E OO per thapidtd QikeddA AT | 6201 IEACEHA 17 AAOAOOAOEUUAO
elevata (51,44 11,22 anni) e da una notevole compleggitinica vista la presenzdi numerosi
pazienti candiddi a ritrapianto e immunizzati.
Uno degli aspetti pit qualificanti della lista regionaOAD D OAOAT OAOT AAE, OPOI
che prevedono una risposta complessa ed articolatdle altrettante complesse esigenze dei
pazienti, occupandosi ditrapianti combinati per le insufficienze multorgano (rene/cuore,
rene/fegato, rene/pancreas)della gestione delle urgenze e dei pazienti che attendono da piu
tempo o risultano di piu difficile trapiantabilitgritrapianti, immunizzéi).
| tempi di attesa dei pazienti trapiantati nel 2016 (mediamente 2,54 anni) sono in diminuzione
rispetto al passatg mentre risultano stabili i tempi medi dpermanenza in lista (3,69 annijon
unamortalita riscontrata del 1,®%.
attesa per trapianto di rene, con 122 nuomgressi a fronte di 185 uscitezon eta mediadegli

iscritti di 512 anni in un range di 178 anni.Da evidenziare inoltrda differenza di eta fra i paienti

9



incidenti allocati alla dialisi peritoneale quelli aemodialisi essendo i primi pilgiovani di circa 7
anni in media, a&onfermaA AtilizZo della dialisi peritoneale nei piti giovani, cercando di avere
un impatto minoresullo stile di vita
Le cause di uscita di lista sono state principalmente per sopraggiunto trapianto, a cui sono
seguite cause di non idoneita clinica in pazienti precedentemente in lista 0 non idoneita clinica
iniziale, decesso, volonta del paziente, flow-up oncologico, miglioramento, iscrizione in altri
Centri Trapianto o ripetuto rifiuto al trapianto.
Un significativo numero di pazienti iscritti in lista di attegaresso il Policlinicqper trapianto di
rene presenta situazioni cliniche ed immunologhe di particolare complessita, tra cui: 117
pazienti con 1 precedente trapianto di rene; 10 con 2 precedenti trapianti di rene; 88 pazienti
immunizzati o con elevato numero dspecificita anticorpali (PRA50%) dcui 57 definibili
iperimmuni (PRA80%) caratterizzati anche da un tempo di attesa >10 anmd inseriti nel
Programma Nazionale Iperimmuni.
, A TAEOI PAOGEA AEA EATTIT ATT AT OO1 Ai16 OOAIEA
dialitico cronico sono, per quasi la meta dei casi, forme secani@ a patologie sistemiche, incluso
le forme genericamente definite di nefroangiosclerosi, eepil 18,6% al diabete mellito.
La mortalita generale nei paenti in trattamento dialitico € stata del 18% (calcolata come
numero assoluto dei decessi rappotOT Al 1 Oi AOT |1 AAET ACAle D OA(
sempre, la mortalita risulta piu elevata ipazienti sottoposti a emodialisiche non indialisi
peritoneale, a s OE O1T A E OA Odia malaOéybiddde il PaSsaggid @ Epazierdti pid
comorbidi dallaperitoneale allaemodialisi
Gli obiettivi delPoliclinico S.Orsol®@ A0 1 8 AT T 1T TPzZQ OiT1 Al OOEOOEOE
di trapianto da donatore deceduto in linea con i dati storiciddi # AT OOT h AAIT 1 8 EI
trapianti da donatorevivente, anche AB@ncompatibili, a rischio clinico/immunologico e cross
over, con lo sviluppo di programmi di informazione sul territorio regionale, dalla periodica
rivalutazione de pazienti con comorbidita note o da piu tempo inseriti in lista e dal
consolidamento dei pogrammi di trapianto combinato.
In EmiliaRomagna si svolgono le attivita di trapianto di reneenepancreas, cuore, fegato,
polmone, intestino e multiviscerale, oltre a vari tipi di trapianti combinati. Storicamente il primo
trapianto di rene da cadaveree stato eseguito a Bologna il 24/10/1967, mentre p#rprimo
trapianto di rene da vivente, sempre a Bolognai dovette aspettare il 26/01/1971.
Nel 2016n regione sono stati evidenziafi Y ® AT T AOT OE A#lidie@shpeiore @A CT Al
54 annj 69 di eta superiore ai 65 anni, di cui 34dtrasettantacinquenni, che hanno permesso
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1 AOAAQUET T Ah21EttapiadtAdOrénE &¥siridpértd al 2045 di cliB7da donatore
cadavere, 6 AOOEOEOU A E -RAnhagnahd EvidénAatoErel 2046, Enl nErfero record
di donatori a cuore battenteraggiungendo valori che non giscontravanodal 2005.

Dal 2016 & inoltre iniziata in Emiail | ACT A 1 8 AOOEOEOU A ATTAUET
donatore a cuorefermo (Donationafter Circulatory DeathDCD), cioe da donatore la cui morte e

stata accertata con criteri cardiologici e non neurologici, secondo il Decreto 11 aprile 2008
Aggiornamento del decreto 22 agosto1994, n. 582 relativo@egolamento recante le modalita

perid AAAAOOAI AT OI A 1 A AAOOEAZEAAUEITTA AE 11 OO0A
16 AOOEOEOU AE AT 1 AUET IDADeéAstatddeiniaEnAl 1966l dai Literi AIOC AT |
Maastricht, ed eécomune da alcuni anni in diversi Paesi come Australia, Belgio, Olanda, Gran
Bretagna, Stati UrD E AmArita, Francia e Spagnan lltalia le prime donazioni sono state
effettuate a Pavia nel 2007.

, A 1 ACEOI AUETTA AOEOOAT OA ET ) OAIl EA DPOAOGAAA b
mediante un tanatogramma della durata di almeno 20 minuthe rende possibile il prelievo e il
trapianto dei renj pi comunemente e del fegato in alcune condizion). T T 1 OOAh 1 8 EOAO
il Policlinico SOrsola di Bologngrevede chegli organisianosottoposti ad esame istologico in
estemporaneapervdDOAOT A 1 8 EAT T AEOUS8

Le procedure di prelievo e trapianto rich#ono sicuramenteun impegno clinico e organizzativo

non indifferente a carico di varie categorie di professionisti (chirurghi, anestesi&inimatori,
anatomopatologi, microbiologi, immunegenetisti, coordinatori la donazione e il trapianto,

medici di laboratorio, medici della direzione ospedaliera, personale paramedico, eathg ha

OAOI DT OOEAEI A 18EIi BOAEAEOADE IKIOA AETA ADAIIOAAID

donazionenazionak.
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W Dialisi Extracorporea

rientro da trapianto

sistemica 3%

2% altre
6%

familiare
3%

Dialisi Peritoneale

Popolazione in
Emilia Romagna
al 31-12-2015:
4.454.393

M Trapianto

In lista al 31-12-2016 802
Idonei 596
Sospesi 204
Residenti in Regione 3%
Idonei 305
Sospesi 91
Idonsi 291
Sospesi 115
Entrati nel 2016 222
Residenti in Regione 117
Residenti fuori Regione 105
Usciti nel 2016 387
Trapianti in Regione (cadavere + vivente]" 212
Trapiantati fuori Regione 118
Deceduti 12
Mon idonei 13
Altri motivi 32
Usciti nel 2014 residenti in Regione 180
Trapianti in Hegione (cadavere + vivente)” 121
Trapiantati fuori Regione 45
Deceduti 1
Meon idonei 3
Aliri motivi 10
Pazienti trapiantati 212
Residenti in Regione 121
Residenti fuori Regione M
TEMPI MEDI DI ATTESA DEGLI ISCRITTI IN LISTA AL 1.335
31.12.2014 (giomi) 3.66 anni
MORTALITA' IN LISTA DI ATTESA NEL 2016 11%
{deceduti/iscritti al 01.01.2016 + ingressi 2014]*100) o
TEMPI MEDI DI ATTESA DEI PAZIENTI TRAPIANTATI 1.012
da cadavere nel 2016 (giorni) 277 anni
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Il precursore di queste cellule é la cellula staminale emopoietica pluripotente del midollo osseo,

che da origine a una gerarchia di progenitori con un potenzialefdienziativo sempre minore

man mano che si scende lungo Eascataemopoietica. Mentre la maggior parte delle cellule

emopoietiche si sviluppano nel midollo osseo, le cellule T complataia loro maturazione nel

timo. Le cellule residenti nel timo non pogsdono capacita diselfrene

w, quindi la timopoiesi

dipende dal continuo reclutamento di precursori emopoietici dal midollo 0sséb.
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Le cellule che dal midollo migrano verso il timo sono definite progenitdimici precoci garliest

thymic progenitors ETP) e sono caratterizzate dalla mancanza di espressione di CD4 e CD8. Ogni

linfocita T maturo possiede un solo tipo di egecettore, che insieme

all cell recepto(TCR)

permette il riconoscimento del compleso HLApeptide antigenico espresso dalle cellule APC. |l

legame tra TCRo-ecettore e HLApeptide antigenico € il primo segnale necessario per

1 A0O0OEOAUETTA AAI 1 ET & AEOA 438

)T DAOOEAIT T AOA

CD8 quek di classe I. I linfociti T CD4ono definiti T helpere secernono citochine, mentre le

cellule T CD8 detti citotossici, rilasciano granzimi e perforine che danneggiano la membrana

plasmatica della cellula bersaglio uccidendoia.

Le cellule indirizzah OAOOT O1 £AT T OEDPI 4h

i ECOAT I

guidate da fattori solubili e stimoli che provengono dal microambiente, costituito dalle cellule

epiteliali timiche (TEC), dai macrofagi e dalle cellule dendritiche (DC).
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La prima fase del differenziamentoverso linfociti T maturi e definita stadioDouble Negative 1

(DN1) ed € costituito da un insieme di cellule eterogenee, chiamate timociti, che espnmalti

livelli di CD117. u@ste cellule si trovano nella giunzione cado-midollare del timo dove
rimangono per circa 10 giorn{Figura %

, 8 A OOE O pdinwayNofchidibfste la capacita differenziativa delle cellule in fase DN1 verso

la linea mieloide e la formazione di linfociti Boch e colleghi hanno dimostrato ifatti come la
delezione di DLL4 nelle cellule epiteliali timiche comporti un blocco della maturazione verso la

1 ETAA 4h AEE OE AAAT I PACT A Al 1N OOEI 6Dl AE A
)T OACOEOT A pathdaf BofrEl©ckIlIE DN1 fsaié A biunzione corticamidollare

e migrano in profondita nella zona corticale entrando nella fase di differenziamento successiva,
definita Double Negative $. Tq8 10A00T OOAAEI 17 AAOAOOAOEUU
r h 1TcelleteptofT# 2 QN AEE Bl O0OA Al AEEAZAOAT UEAIT AT Ol

1T 8

Le cellule proseguono il loro differenziamento nella faggouble Negative® . YQ Al 1 6 ET OAC
UTTA O1 OO0T AADOOI AOA AAT OEIT Al OA AT i4p1 ABATTA

$.Y AT TOETOATT EI 1101 OEAOOAT CEAIT AT O AARAE 11

Lo stadio successivdDouble Negative 4DN4), porta alla migrazione delle cellule nella zona
midollare, durante questo spostamento diaunaupOACT 1 AUET T A AAT 1 8AOPOAC
AEA AAOAOI ElsfadidDouble FokitlegdDP)A AT 1 1

Le cellule DP vanno quindi incontro ad un processo di selezione positiva, per la capacita di
riconoscere in modo efficace gli antigeni che vengo presentati loro e successivamente ad una
selezione negativa, in cui vengono eliminate le cellule autoreattive che potrebbero scatenare
reazioni autoimmuni. E stato stimato che circa il 95% dei timociti va incontro ad apoptosi durante
le diverse fasi dgéelezione.

Le cellule DP che superano la selezione si spostano nella zona midollare del timo e maturano in
timociti CD4 (precursori dei linfocitiT helpej o CD8 (precursori dei linfociti T citotossici), che
successivamente usciranno dal timo per migein periferia come linfociti Thaive’®, cioé maturi

dal punto di vista del recettore, ma che ancoranonhd T | AE ET AT 1T OOAOT 1 8 AT
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) 1T ET &£ AEOE 4 OAcCi 1 AOI OE
| linfociti T regolatori (Treg possiedono un ruolo indispensabile per il mantenimento d&l
Ol11 AOATUA Eii OTT1TCEAAR DOAOGAT AT AT 1T 1EI EOAI

gli antigeniself. Eventuali alterazionitali da renderequesta popolazione incapace di svolgere le

proprie funzioni comportano lo sviluppo di patologie autoimnuni e allergie3!

Riconoscimento

" Linfociti T

Riconoscimento
dell'antigene self
nei tessuti periferici

dell'antigene self 3
nel timo/ _ regolatori

Inibizione dell'attivazione
del linfocita T

Inibizione delle funzioni
effettrici dei linfociti T

J \/

M=;> ok
'15(: Linfocita T
naive £
&ECOOA a4d &OTUETTE AAE

Ol OOT PTI PT 1 AUEITE 4
| Tregsi sviluppano nel timo thymus derived Tregs o natural Traglreg), anche se una parte di
essi, iTregindotti (induced TregsiTreg), puo svilupparsi in periferia durante gli stimoli prodotti
dal sistema immunitario in una rmsta adattativa3?
| NTregsi sviluppano nella parte midollare del timo, intorno al corpuscolo di Hassal, grazie alla
OACT AT AUETTA T AAEAOQA
| segnali che derivano dal legame d&CR con il complesso maggiore di istocompatibilita (MHC)
che espone antigenself, sembrano fondamentali per il loro sviluppo. Una volta maturiTreg
ruolo

escono dal loro

timo e migrano nella periferia dove possono svolgere |l
immunomodulatorio.

Perpermettere lo sviluppo, il mantenimento e la funzionalita ddirege necessaria la presenza di

un fattore di trascrizione noto comeForkhead box P@oxP3). Pazienti con alterazione di FoxP3
sviluppano la sindrome IPEXnimune dysregulation, polyendocrinathy, enteropathy, Xinked

OOEI OPPTI ABE OAOAO
| linfociti T regolatori sono caratterizzati dalla presenza di particolari marker di superficie: D4

CD25 (noto anche come IET 2 4 Qh * & pogsiedono diversii AAAAT EOI E A8 AUE
i AT OAT AOA 1 6EI O1T T O1T 11 AOAT UA(q

~ s N £ A A

syndrom&elh AAOAOOAOEUUAOA AAIIT I
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&ECQOA AAAAT EOI E AE OI DbPOAOGOEITA EITOIT1T1TCEAA

1. Soppressione dello stato inflammatorio mediante citochine inibitorie:

IL-10, che a sua volta & in grado di inibire il rilascio di altreditine proinfiammatorie, e

TG AEA OACI 1 A 16A0OPOAOCOEITA AE &1 @eg A AFE

Asseman e colleghi hanno dimostrato che-ll0 prodotta daiTrege fondamentale per

DOAOGAT EOA 16ET O1T OCATUA AE ATI1 EOE EIT OI PE

(IBD).3Inoltre, TGFF | ACAOT AT 1 A | A iTeednAdcdunassbppréssioh® E A A

immunologica in maniera dipendente dal contatto cellueellula. Un esempio di cio si

verifica quando iTregOEAOAT T 1T A AT 1T O0O0T 11 AOA “néi&€isolEET OO+

pancreatiche ritardando la progressione del diabef8

Recentemente € stata individuata una nuova citochina,-3b, prodotta dai Treg e

necessaria per la loro attivita di immunomodulazione. 85 € un eterodimero costituito

dal gene 3 indotto dal virus EpsteiBarr EpsteinBarr virus induced gene, Bbi3, che

normalmente si appaia con p28 per formare 27) e p35 (nota anche come IL12a che

solitamente si trova associata a p40 per formare-l2). Ebi3 e p35 sono significativamente

uptegolate neiTregAEA OOAT T 1T 1T AAEAT AT &SI SEI T OTT Ol Db«
2. Citolisiq, E 1 ET £ AEOE 4 OAcCi 1 AOI OE bPI 00111 1EI E
I 6EI PEACiI AE DPAOA&AI OET A 1T AE COATUEIES8 )I ¢

generati dalle perforine, poi attiva le caspasi intracellulari con lo scopo di indurre
1 6API®OI OES8

dei linfociti T effettori tramite il pathway TRAIDR5 fumour-necrosigactor-related

apoptosisinducing liganddeath receptor 5.32
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3. Invio di segnali di interruzione metabolica alle cellule T effettriciUno di questi segali &

lupregolazione di AMP ciclico (CAMP) intracellulare, trasferito alle cellule bersaglio

tramite gap junctio® A! - 0 1 ET COAAT AE ETEAEOA 1T A bBC
di IL-2. Si pud anche verificare la sintesi di adenosina peridelh OA | AAEAT OA 1
#$QY A #svyYvY8 )i NOAOGOT 11T AT OEAT A ETHAEOA |
AEA A OOA Oi1 OA AT AAA T B8AUEITTA AAE 1T EIT & A

generazione diTreg OOAT EOA 1 & E lirfed BHUIES (foAdamantale 1 pér a0
proliferazione di linfocitiThelper17) e il rilascio di TGF&

4. Modulazione della maturazione e funzioe delle cellule dendritiche | Treg attivati
stimolano le DC a produrre Indoleamina 2,3 diossigenasi (IDO) cheuha funzione
immunosoppressiva, in quanto permette la conversione del triptofano, necessario per la
proliferazione dei linfociti T, in chinurenine, un metabolita tossico per i linfociti T. Inoltre
IDO, metabolizzando il triptofano, ne determina una ridicne dal microambiente, che
porta di conseguenza ad un blocco del ciclo cellulaper le cellule T2 In aggiunta i
prodotti di degradazione, tra cui la chinurenina, possono inviare alle cellule circostanti
segnali che ne inibiscono la proliferazione. Alaustudi dimostrano che iTregpossono
ridurre la capacita delle DC di attivare i linfociti T effettori, mediante la riduzione
AAT 1 8 AODPOA OOE isiimblatgti&delie DT, Aok i| GD80AICDS6.

Recenti studi mostrano che iLymphocyte activation gne 3(LAG3, anche noto come
CD223) puo bloccare la maturazione delle cellule dendritiche. LAG3 lega con alta affinita

TA ITTTAATTA AE -(# AE Al AOGOA )) AOPOAOGOA A
recettore noto comeimmune receptor tyrosine &ised activation moti{ITAM), che media

un segnale inibitorio che comporta il blocco della maturazione delle DC e sopprime la loro

capacita immunostimolanti

" OAUEA AT T A 11701 DOl DOEAOU EiTre@nedliiultivi GinA®T OE A
aumentato notevolmente soprattutto T AT 1 6 Al Adpiarti A 8 R © @Adelle malattie
autoimmuni.

Uno dei primi studi che ha mostrato come Treg possano essere utilizzati in terapia € stato
eseguito su topo: gli autori hanno evidenziato come la somministragedi linfociti T regolatori

AOI AT OAOGOGA T A OT POAOOEOAT UA ABI®CATT ET OACOE
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6AGBEH EUWI AMEDT
di cellule: i linfociti T regolatori sono una popaot#one molto rara, pari a circa il-50% delle cellule

CD4 circolanti, e sarebbe necessario espandere in coltura questo tipo di cellule.

Attualmente sono in corso 8 trial clinici che si focalizzano sulla componente T regolaria del
sistema immunitario inEAAOAT OE AE OOADPEAT O AE OAT A8 X A
autologhe espanseex viva 3

Recentemente sono stati sviluppati nuovi protocolli che utilizzano alte dosi di2le anticorpi

contro il CD3 e CD28, proprio con lo scopo di espanderex vivo questa popolazione, da poter

poi reinfondere e utilizzare come terapia cellulare. In alcuni casi vengono utilizzate anche le
AAT 1 O A 1o# PAO EAAEI EOAOA TregAODPAT OETI CAABEANA
guesti protocolli hanno mostratola capacitadi mantenere le loro proprieta immunomodulatorie,

in alcuni casi addirittura superiori a quelle diregisolati da sangue perifericg?

(.2
HLAG Human Leukocyte Antigen) @ una molecola non classica che appartiene aAidi classe
y8 , A AAEET EUEITA O111
) j!'h "h #h AEA EATTI

virali, sulla membrana plasmatica, modo da attivare il sistema immunitario per distruggere la

s 2 oz L o~ = sz A s oA s

Al AGOEAAG 1T OOAOA AOOO
1A AOTUEITA AE AODPI OOA

cellula infettata) sia nella struttura che nelle funzioni. HE® possiede pochissimi polimorfismi e
presenta 8 varianti, inoltre la sua espressione e ristretta soltanto ad alcuni tipi di tessutome

il trofoblasto, la regione midollare del timo, cornea, isole pancreatiche e precursori eritroidi e
endoteliali3® HLAG puo essere iperespressa nel cancro, nei trapianti, patologie inflammatorie,

sclerosi multipla e infezioni viraf®

. RECOOA 4 40/
HLA-G primary transcript Stop EOT &I OiZA AE (, !

-u m— --‘A {

B HLA-G isoforms

Secreted

Membrane-bound  HLA‘G1  HLA-G2 HLA-G4 HLA-G3
@P
i4 ia i2
HLA-G5  HLA-G6 HLA-G7
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La struttura dd gene HLAG é omologa a tutti gli altri geni HLA di classe I, ma il trascritto primario
per HLAG puo generare, tramite splicing alternativo, 7 mRNA che codificano sia per isoforme di
membrana (HLAG1, HLAS2, HLAG3, HLAG4) che solubili (HLAS5, HLAG6,HLAG7) .36

Le isoforme solubili (sHLAS) possono derivare anche dal taglio proteolitico di HiG\ di

membrana (come nel caso di sHEB1 che deriva dal taglio proteolitico di HKA1 di membrana)

i AAEAT OA 1 6AUEITA AE 1 AOAI 1id cuifdeniit®h) & antofalgaotaA A1 1

nonostante ci siano possibili candidati come la MMP2] maggiori produttori di SHLAG sono i
monociti/macrofagi e le cellule dendritiche®®

Sia le forme di membrana che quelle solubili hanno delle proprieta immunosomsige: possono

ET EAEOA 16AUEITA AEOIT Ol OOEAA AAE 1 EI &£ AEOE

popolazione deiTreg sono in grado di bloccare il differenziamento, la proliferazione e il rilascio

= s A A

di citochine nei linfociti B, inoltre HLAST ET COAAT AE ET EAEOA 1 38A00E
AATT A AATTOIA .+ OEAOAAT AT 16AOPOAOGOEIT A AAE

cellulare.3®

Studi di cristallografia hanno dimostrato che la struttura di HEB1 e HLASS (isoformre full-

L A s oA o~ s oA -

length OT 11T AT OOEOOEOE AA Y /viciodiobufina, jnelldisaforhé AT A O

001 T AERAEA@I ¢iTi AOIl ET A POE | AT AAOA ET OEAIifN- A Ol

length che quelle tronche, possono formare dei dimeri mediante legami disolfura le cisteine

in posizione 423%% La dimerizzazione non comporta dei grossi cambiamenti nella struttura del

monomero, anche se dati recenti hanno dimostrato che nel dimero di HGA i siti di legame sono

pit accessibili, percio legando con maggiore affia il recettore, il segnale immunomodulatorio

viene trasmesso in modo piu efficacé®

HLAG media i suoi effetti sulle cellule target tramite il legame con specifici recettori: pud

interagire con il recettore LIRL {eukocyte Idike receptor b ILT2) espresso dai linfociti T e B, NK,

monociti/macrofagi, cellule dendritiche, con LHR (eukocyte Idike receptor 2 ILT4) espresso

solo dalle cellule mieloidi (monociti, macrofagi, cellule dendritiche e neutrofili), con KIR2DL4

espresso dalle NK e infe con il CD160 espresso dai linfociti T, cellule NK e cellule endotéliHli.

Una volta legato con i suoi recettoriHLAG attiva meccanismi che reclutandosfatasi capaci di

ETEAEOA T TTAATT A AEEAOA 1T A1 1 6 AOOEDANKTelpdd AAI

AOGAOAEOAOA T A OOA EOTUEITTE Eiil O1TT Ol DbPOAOGOEOA

oppure arrestando il ciclo cellulare dei linfociti T e B in fase/@ HLAG pud anche indurre

OTBEITOTTITAOI AUET 1T AAAAG G ARG EDEN TG stdid A O

osservato per la prima volta in seguito alla stimolazione di cellule T con APC che esprimevano
19



HLAG: durante la stimolazione comparivano linfocifireg che erano in grado di bloccare la
reattivita dei linfociti T.

| linfociti Treg indotti dalla presenza di HLA (sia solubile che di membrana) sono una

DI DI 1 AUET 1 ATredaDERAIEGA AAREAD OB YT RT #AOROE|I 6 O1 EAR
fenotipica che sembra distinguereTregindotti da HLA-G € la ridotta espressione dei marker CD4

e CD83¢

Treg HLAG' costituiscono una differente sottopopolazione deiTreg indotti da HLAG. Essi
mostrano livelli normali di CD4 e CD8 e sono presenti anche nei donatori sani e sembrano essere
generati nel tmo. TregHLAG'OT 11 AAOAOOAOEUUA OEs51 Aullal niedbkad®d OA O«
cellulare e dal rilascio di HI-&5 ma non esprimono il CD25 e H83. Inoltre possiedono un profilo

di espressione citochinico che differisce dagli alffieg non inducendoun aumento di IL-10 e TGF

r T OT A OEAGUEWAT AAAEAY T &E 11T 01 AEEAOOE Ed |1 O11
e il rilascio di HLAG. Questa popolazione e presente anehn donatori sani, ma aumenta caso

di inflammazione®®

Nei casi di trapiand renale la presenza di dimeri di sHEA potrebbero avere la funzione di

PDOT 1 OT CAOA T A OI POAOOGEOAT UA AAT 181 OCATT OOADE
SHLAG nel plasma sono significativamente piu alti in pazienti che non hanno episodigditto

quando vengono comparati con quelli che vanno incontro a rigetto cronicé#?

. AOOOT PEEIA AT AMEOEGAOA EDPT AAIT EIT
Neutrophil gelatinas@ssociated lipocalifNGAL), anche conosciuta come 24p3, pZtiyman
neutrophil lipocalin(HNL),; X OAT AOAA b O kideddalind unddgidbdteind di OB
aminoacidi, identificata per la prima volta nei granuli dei neutrofifi#>
Il gene che codifica per NGAL si trova nel locus 9q34.11, possiede 7 esoni che producono almeno
5 trascritti funzionali.** Il promotore del gene include anche un sito di legame per il fattore di
trascrizione NFkappaB (NFkB)attivato indirettamente da IL-17 secreta dai linfociti Tielper17

(Th17), dimostrandail ruolo fondamentale nel permettere la trascrione del gene stessd®

, 6 AOPOAOGOEITA AE . ' !, EIT Ipreearl diiz |£l-OopRulinlikeOA E|
growth factor-1(IGF1),trasformig growth factor alphg TGF| @ tumor necrosis factor alphd@NF
1 g8

NGAL appartiene alla superfamiglia delle lipocaline che comprende un insieme di proteine che
sembrano essere @involte in diversi meccanismi come trasporto del retinolo, dei ferormoni,
nella sintesi delle prostaglandine, nel controllo della crescita e della proliferazione cellulare, nella
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regolazione dello sviluppo tissutale del sistema immunitarianche se molte di ques funzioni

sono state scoperte in seguito ad evidenze indirett

Estato inoltre ipotizzato che NGAL, grazie al sito di apertura gebarrelestremamente flessibile,

possa legare recettori di superficieellulare capaci dirasportarlo AT 1 6 ET OAOT T A Al I
cellule** NGAL é espresso in diversi organi tra cui trachea, timo, pancreas, ghiandole salivari,
midollo osseo. A livdb del rene, in particolare, € sintetizzato principalmente dalla parte
AOAAT AAT OA AAT 1 6AT OA AE (ATT A A%AAITT A AAITIT OI A
N OET OAOEUUAOA AT AEA AA 10i AOiT OE OEDPE AAIT O
macrofagi crcolanti del fegato, cellule globulari bronchiali del polmone, pneumociti di tipo I,
adipociti, leucociti, cellule del trofoblasto e condrocitf*

NGAL, in condizioni non patologiche, viene filtrato dal glomerulo e riassorbito a livello del tubulo
prossimale con un meccanismo megalirgipendente, mentre € iperespresso in seguito a danno

renale ischemico o causato da sostanze tossictfe.

Nel rene NGAL, associato al complesso sideroforo:fertm(0-NGAL), viene internalizzato in un
endosoma in seguito al ET OAOAUETT A ATT1T EI 001 OAAAOOI OA
promuove il rilascio del ferro, che si accumula a livello citoplasmatico, cid comporta una

i TAOI AUETTA AAI186AOPOAOCOEITA AARAE CATE OAT OEAE
per il recettore della trasferrina (TfR) e per la ferritina. Al termine, NGAL puo0 essere degradato

Al 1 6ET OAOTT AAE TEOIOIIi E I DPOOA OEAEAI a8 ) I
il complesso sideroforo:ferro §po-NGAL), prevede chéa lipocalina catturi il ferro nel citoplasma

e lo trasporti nello spazio extracellulare. * ', T AT 1T A AAT 1 O1 A AATT1BAPEC

indipendenti dal trasporto del ferrgE T EFAOOE AAOAOI ET A 1 8AOOEOAUET I
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extracellulari.#”Quando NGAL é associato al complesso sideroforo:ferro risulta piu efficiente nel
prevenire i danni del tubulo renale rispetto alla formapo-NGAL*’

Sfruttando la capacita di legare il ferro libero, NGAL pu0 prendere parte con attivita
batteriostatica anche in processi patologici, in quanto riduce la disponibilita dello ione,
fondamentale per la crescita e la proliferazione batterica.

In ambito renaleé stato dimostratoinoltre AEA . ' 1, OEAOAA 1 38ADPI POT OE
di Ncaderinal AT 1T A AAT 1 O1 A AA118ADPE
situazione, infatti, NGAL potrebbeup-OACT I AOA 1 6A0
ossigenasi.

Oltre che in infezioni batteriche, danno infiammatorio o ischemico, NGAaumenta anche in
patologie metaboliche, renali, intossicazioni da farmaci e neoplasie solide o ematologit¢he.

NGAL e costitutivamente espresso dai neutrofili umani, mentre nelle cellule epiteliali é
sintetizzato solo quando sono presenti stimoli inflamatori, cid ci permette di correlare questa
lipocalina con un ruolo nella modulazione del sistema immunitaffo.

Evidenze hanno infatti dimostrato che NGAL media la chemiotassi dei neutrofili e puo ridurre lo
stress ossidativg*®

Nonostante il ruolo di NGA nei processi inflammatori, i suoi effetti sul sistema immunitario non

SONo ancora stati compresi pienamente, da alcuni studi emerge che questa lipocalina potrebbe
anche favorire la rigenerazione tissutale®) T T 1 OOA 1 6 ET OAOAUET TiluoAE . ¢
AT ET OT T CEIATOT TAITIG6EIT OITEOU ETTAOA A AAAOOAC
immunologica In particolare, &€ stato recentemente condotto uno studio, su cellule lirfo
monocitarie di donatori sani trattati con dosi crescenti di NGAthe dimostrato un aumento di
espressione della molecola immunosoppressiva HGAIN cellule CD4e CD8A  O1 6 AODPAT OF
della popolazione di linfocitiTreg con attivita immunomodulatoria®!

NGAL e attualmente utilizzato comdiomarker renale, un parametrostrutturale, biochimico,
fisiologico o genetico, in grado di indicare la presenza, la severita o la progressione di una
patologia.*®

Una molecola, per poter essere utilizzata com@omarker, deve essere semplice da misurare
mediante approcci non invasivialtamente specifica e sensibile, la sua manifestazione deve
essere indice della presenza della patologigpeoporzionale allasua severitae prognostico per

~ s N e s

quantoiCOAOAA 1 68A0EOT AATT A PAOI I T CEAS
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Poiché i livelli di NGAL variano in diverse condizioniglagiche, questa proteina risulta essere

un biomarker ad alta sensibilita ma con una bassa specificita. Ci0 rende necessaria la
combinazione con altri marcatori per la diagnosi delle patologie.

In clinica la funzione renale, viene attualmente valutata sulbase della concentrazione della
AOAAOET ET A OEAOEAA j3#0qQ 1T AAITT1G6AUI O OOAEA]
biomarkerT T 1T O1T 11T AT Oy AEAEAAAE TAI1G6ET AEOEAOAOA
T AOGAA 1 6 ET OA OAmd@ikiontakedper laicliniodEmigladoAliAndividtiare fasi precoci
delle patologie®®

In caso di CKD, NGAL e stato valutato colmiemarkerprecoce in numerosi studi, con una buona
performance Mitsnefes e colleghi, in uno studio che comprendeva bambinincGKD tra lo stadio

2 e 4, hanno dimostrato che i livelli di NGAL nel plasma sono inversamente proporzionali al GFR,
inoltre con una funzione renale < 30 ml/min, NGAL mostra ysaformancemigliore rispetto alla
cistatina C, una proteina di 13 kDa utilé#ga come biomarker renale, in quanto € filtrata dal
glomerulo e poi riassorbita nel tubulo contorto prossimale, quindi in caso di danno renale i suoi
livelli sierici aumentano?®: 52

Schmith-Ott e colleghi hanno condotto uno studio prospettico su 158 adiuton CKD allo stadio

3 0 4, in cui viene mostrato come un elevato rapporto, tra i livelli di NGAL urinari (UNGAL) e
creatinina, & associato con un elevato rischio di morte, quindi la valutazione dei livelli urinari di
guesta lipocalina permetterebbe di alutare la progressione della patologi&’ Livelli di NGAL
urinari siasierici (SNGAL sono in grado di predire il rischio di progressione della CKD, in modo
ET AEDAT AAT OA AAT 1 6AOU A AAl '&28 )1 DAOOEAI I A
un aumento del 3% del rischio di progressione verso gli stadi successivi della CKD, mentre un
incremento di 10 ng/ml di SNGAL é stato associato ad un aumento del rischio del 2%.

N OOAOA OAlI OOAOA 1 GomaEEEaAcAeAreldelaykdE graft fulttion (BGF), A
causato da un danno ai tubuli renali dovuto aischnerBA DAOAOOET T A 1T A | AAEA
innata e adattativa. | risultati dello studio hanno mostrato come i livelli di uNGAL il giorno
successivo al trapianto, predicono la DGF con unoraldi AUC di 0,75, dati confermati anche da

un altro studio multicentrico, in cui i livelli urinari di NGAL raccolti il giorno del trapianto, hanno
permesso di identificare i pazienti che avrebbero sviluppato DGF con un AUC d0(®83

AUC é una misurai accuratezza diagnostica, che presenta come valore massimo 1, quando il
test & in grado di discriminare perfettamente i soggetti sani dai patologici, € minimo di 0,5

guando il test non riesce a distinguere i due gruppi. Piu é elevato il valore di AU@gae sara
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di NGAL, viene considerato moderatamente accuratb

In uno studio condotto su pazienti iperimmuni che avevano ricevuto un trapianto e stato
dimostrato che i livelli sierici di NGAL erano notevolmente elevati in quei pazienti che avrebbero

sviluppato il rigetto entro 30 giorni, in questo caso il valore di AUC per NGAL é d¥0,7

24



#10)4/,/ Y)d , % #%, ,5, % 34! -)

) T 00T AGUET TOMAgT AREAAT T O1 A O
Le cellule di un organismo sono soggette ad un fisiologipoocesso di senescenza e mort@er
sopperire a cio, i tessuti si servono di cellule indifferenziate che mantengono lintegrita
strutturale e funzionale, definite staminali.
Il termine Grellula staminalé fu coniato per la prima volta da Edmund Beecher Wilsger
indicare unacellulagerminale primordiale mitoticamenteguiescente!Nel 2000, Gehron &obey
e Watt et al definirono le cellule staminalicome cellule immature o non differenziate,
clonogeniche, in gradaeseguire divisioni cellulari asimmetrichd®i queste, unaimarrastaminale
e una, progredendo nel processo di sviluppadiventera una cellulaprecursore e perdera
progressivamente la capacita di proliferar@Questa cellulgpotra poi moltiplicarsi e differenziarsi
in fenotipi cellulari che a loro volta danno origine ad unaprogenie con diminuito potenziale
differenziativo, fino alla formazione di cellulgifferenziate mature. *°
Con lo sviluppo dprocedure di fecondazione assitita e la conseguente produzione di embrioni
in sovrannumero, si &esa possibilda disponibilita di cellule con un alto grado di staminalita: lo
zigote, prima cellula staminale, totipotente per eccellenza, capostipite di tutte le cellule di un
organismo. Lo zigote, e i discendenti delleprime tre divisioni cellulari sono definiti infatti
totipotenti , in quanto sonoin grado dioriginare un intero individua 2
Allo stadio embrionale di otto cellule, isingoli blastomeri riducono il proprio potenziale
differenziativo, iniziardo a formare la blastocisti caratterizzata da un accumulo di cellule
chiamato embrioblasto {nner cell mass)ICM]lh AA AOE OE OOEI OPPA
AAT T 8 AT A OE toAsidéaieCélluledliripotenti, ovvero cellule ingrado di dare origine a
quasi tutte lelinee cellulari dei tre foglietti germinalf. Molti tessuti adulti hanno invece al loro
interno cellule staminalimultipotenti, ovvero cellule in grado di produrre un numero limitato di
linee cellulari, appropriate Ha loro collocazione® Alla base della piramidesi trovano invece le
cellule staminaliunipotenti, cellule in grado di generare solo una specifica linea cellul&re
La definizione di cellula staminale e standlita € in costante evoluzione. & principdi
caratteristiche di una cellula staminale sono pero belefinite:
1. capacita di automantenimento gelfrenewa), vanno incontro a molteplici e sequenziali

divisioni cellulari, mantenendo uno stato altamente indifferenziato e presentando

caratteristiche morfologiche, strutturali o antigeniche diverse dlle cellule di tessuti maturi;
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2. capacita di generare una progenie cellulare con le stesse caratteristiche della cellula madre
tramite divisioni cellulari asimmetrichg

3. capacitadi differenziare in almeno unipo cellulare in relazione alla sua derivazione originale;

4. capacita di ripopolare un tessuto di origine danneggiato, rispondendo a segnali e fattori
prodotti dal tessuto lesionato;

5. popolare o contribuire al rinnovamento di un tessuto anche in assenza dando,

mantenendo l'integrita strutturale e funzionale del tessuto di origine.

Inizialmente s riteneva che le cellule staminali fossero presenti nell'organismo solo nei tessuti a
rapido rinnovamento, come per sempio l'epidermide o il sangueUlteriori studi hanno portato

alla definizioneche tutti i tessuti maturi contengandhicchie)d AE AA1 1 O1 A OOAI ET
classificati perenni, come cuore e cervello. Sono cellule dal destino non ancora ben definito che
assumono il proprio ruolo specializzarasi, attraverso un processo di differenziamento, in un

ARAOAOI Enkagedi A DI 1

Ol AOAs8

#A11 01 A OOAT ET AT E AAOI OA
Le cellule staminali adultéAdult Stem Cells, A¥§bno cellule indifferenziate il cui ruolo principale
equellodii AT OAT AOA tedsHiilsieAfici Prév@edendd &l normale riciclo cellulare e al
riparo di eventuali danni, anche se non in modo illimitato.
La rapidita con cui queste cellule sostengono I'omeostasi tissutale & variabile: alcuni tessuti
adulti, come I'epidermide, l'intesino e il sangue sono caratterizzati da un continuo
rinnovamento, altri come il tessuto cardiaco o quello nervoso, sono considerati a piu lento
potenziale rigenerativo, anche se prowvvisti di una popolazione staminale residette
A differenza dellecellule staminali embrionaliEmbryonic Stem CellESCs le cellule staminali
adulte sono cellule consideratemultipotenti o unipotenti, hanno infatti un potenziale di
replicazione finito, oltre il quale non riescono a dividersi, raggiugigdo uno stadio di cos detta
senescenza replicativ® Questo porta ad unprogressivo differenziamento verso uno stadio
maturo, dovuto ad una carenza dell'attivita delle telomerasiomunque superiore ai livelli medi
delle cellule somatiché* Il potenziale replicativo delle ellule & infati direttamente correlato
A lattivia telomerasica®l” che & una caratterista dellecellule ai primi stadi di sviluppo
embrionale 819
Il potenziale staminale € garantit@ll'interno delle nicchieda diversi fattori il contatto cellula
cellula e cellulamatrice, I'azione di fattori diffusibili, come pure I'esclusione di stimoli proliferativi

e differenziativi che devono poter raggiungere le cellule staminali solo in casi specifici di
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necessita.ln vivq il pool di cellule staminali si va in uno stato quiescente e, all'occorrenza, si
attiva il programma proiferativo e poi differenziativo.In vitro, invece,viene meno il controllo da
parte del microambiente presente nelle nicchie di staminalita e, in presenza di fattori mitogeni
che sipossono trovare nel siero del terreno di coltura, le cellule mostrano un‘elevata capacita
proliferativa.

'TAEA 1T A OACIT I AUET tata & Aibld impbtabr©rein@riehihehto deial E
staminalita; sonoormai noti geni che codificano per fattoridi trascrizione specifici, i quali
presentano un'azione fondamentale nlke mantenere la capacita di autmantenimento e
differenziamento delle cellule staminali.

Oct4 (octamerbinding transcription factor # e considerato indispensabile per il mantenimento
dello stato indifferenziato delle cellule embrionali e nelle prime fasi di sviluppo embrionale. E un
EAOOT OA AE Oouaviogencs i RODPOABOO AOATI OOEOAI ATl OA
e delle cellule pluripotenti negli stadi precoci dellemimne, con un importante ruolo nel
determinare i primi passaggi dell'embriogenesi e del differenziamento. Durante lo sviluppo
embrionale la sua espressione risulidown-regolata nelle fasi di differenziameto e sviluppa
Questo suggerisce che Oet gioca unruolo fondamentale nello sviluppo dei mammifere
nell 6 Arfadténimento delle cellule staminali embrionali. Ot attiva e blocca la trascrizione di
altri geni target interagendo con altri importanti fattori di trascrizione, uno su tutti SOX22!
SOX4SR¥Yelated box protein) fa parte di una famiglia di fattori di trascrizione composta da circa
20 membri. Come Oe#f, SOX2si € dimostrato indispensabile per le prime fasi di sviluppo
embrionale, tanto che l'inattivazione di uno solo di questi due gensulta letale per I'embrione.
Oct4 e SOX2 inoltre cooperano per l'attivazione dell'espressione di altri geni tra cui Naffog.

Il grande interesse nei confronti di Nanohomeobox protein Nanoge dettato dalla sua azione
nel mantenere la pluripotena dele cellule indifferenziate Modelli di embrioni privi di Nanog
inizialmente sembrano capaci di dare origine alle cellule pluripotenti, ma immediatamente
differenziano per formare I'endoderma extraeembrionico. Per questo, durante lo sviluppo,
Nanog sembra ssere richiesto piu tardirispetto Oct4, ma entrambi sono essenziali per il
mantenimento della pluripotenza®®

La rete costituita da questi tre fattori di trascrizione necessita di una fine regolazione, in senso
positivo 0 negativo, dato che una loro ipm iper-espressione potrebbe alterare le caratteristiche

di staminalita e pluripotenza delle cellule staminali. L'espressione di questi fattori risulta quindi
fondamentale per la definizione di staminalita e la caratterizzazione anche di popolazioni

staminali ritrovate in tessuti adulti.
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L'impiego di ASCcome terapia cellulareé maggiormente accettato dal punto di vista etico
OEOPAOOI Al ] nondpteEeht& prablematiche li®6tant legate alla compatibilita e al
rigetto grazie alla possibilita dutilizzare cellule autologhe.Gli svantaggi a carico delle ASC
riguardano principalmente le metodiche di isolamento e I'efficienza di espansione, talvolta piu
difficoltose rispetto agli altri tipi di staminali.La quantita di cellule ricavabili puo esserun
ulteriore fattore limitante per il loro utilizzo, per questo si e sviluppata I'esigenza di nuove
strategie innovative per rendere disponibile un maggior numero di cellule all'isolamento.

, 6 O O FelapeUtiod delle ASCpud essere applicato anchén pazienti affetti da patologie
genetiche a partire dalle cellule staminali, con l'utilizzo delle piu recetgicniche di terapia
genica in modo da riparare il difetto genetico e reimpiantare successivamente le cellule cosi
OAT OOAOOAG 8

Nel 1997, I'epitelidimbo-cornealeumano é stato ricostruitoin vitro e trapiantato in due pazienti
che soffrivano di una carenza di cellule staminali limbari con un conseguente difetto nella
riparazione corneale e opacizzazione della superficie anteriore dell'occhioll tessuto
trapiantato € stato ottenuto coltivando cellule ottenute da una piccola biopsia della superficie
oculare ottenendo un buon esito clinic@ocumentato con risultati stabili fino ai 2 anni dollow-

up, suggerendo che l'area della biopsia selezionatarteneva le cellule necessarie per una
rigenerazione a lungo termine

Un ulteriore esempio diterapia genicae stato recentemente presentato per il trattamentodi
epidermolisi bollosa distrofica recessiva (RDEBR)a terapia ha previsto itrapianto di innesti
epidermici autologhi generati da cheratinociti geneticamente corretti che sostengono la
deposizione di collagene di tipo VII (C7) alla giunzione dergmidermica, proteina codificata dal
gene COL7A1 ed essenziale per lI'ancoraggio della formazionehdilleé alla giunzione derme
epidermica?*

Le terapie con cellule staminalrappresentano uno degli esempi piu avaati di medicina
personalizzata esi stanno avvicinando sempre piu all'applicazione sui pazienti. Tuttavia,
nonostante l'indubbio potenzialedi queste terapie, I'equilibrio tra rischio e vantaggio rimane
difficile da prevedere.Come in ogni nuovo campo, in caso di assenza di precedenti applicazioni
negli esseri umani e lacune nella scienza di base, i ricercatori e i regolatori dovrebbero agetin

a cercare un equilibrio tra la riduzione al minimo dei rischi potenziali e I'assicurazione che le

terapie non vengano allontanate inutilmente dai pazientp.
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Negli ultimi annj un numero crescente di pubblicaoni ha affermato chal precedente dogma di
Qessuto-specificitdd per le cellule staminali adulte potrebbe non essere corretto.
S riteneva, infatti, che le AS€@ssero specializzate nel generare cellule mature tipie del tessuto
in cui risiedono.Sudi recenti hannoinvece mostrato un'inattesa plasticita di queste cellule.
Wagers e collaboratori hanno definito la plasticita come la capacita delle cellule staminali adulte,
teoricamente commissionate verso uno specifidineagecellulare, di differenziareverso cellule
di un tessuto di origine differente, se sottoposte all'azione di un particolare microambiente
Inoltre, perché una cellula cambi il suo destino, deve rispondere a fattori di crescita e segnali
specifici, in grado di determinare quali geni tdano essere attivati e quali no, in quanto
contribuiscono ad influenzare ipattern di espressione genica di una cellula staminale, quindi
anche il suo potenziale in termini di plasticit®
Tuttavia la questione della plasticita somatica rimanancora controversa e le prospettive
terapeuticherisultano difficoltose.
Per un possibile uso delleellule staminali adultenei trial clinici di medicina rigenerativainfatti,
si deve raggiungere una caratterizzazione piu fine deflapolazione cellulare respondaile della
generazione di cellule mature di diversi tessud.

#A101 A OOAI ET AT E [ AOGAT AEEI Al E
Le cellule staminali mesenchimglMesenchymal Stem CelMSQ sono cellulemultipotenti che
derivano dal mesenchima, il tessuto connettivo embrionale svilupjai dal mesoderma, uno dei
tre foglietti germinativi che si differenzia intorno alla terzaettimana di gestazione, le MSC,
quindi, sono capacdi dare origine a tutti i tessuti di origine mesodermica: cartilagine, 0sso,
muscolo liscio e scheletrico, legaenti, tessuto adiposo e stroma midollar, siain vitro?%3° che
in vivos?
Anche se ancora esistono pareri discordanti, sembra che queste cellule siano in grado di andare
incontro a transdifferenziazione e dare origine a cellule sia del mesoderma, atieneuro-
ectoderma ed endoderma se sottoposte a specifiche condizioni sperimentaliitro.3?
Ad esempio, dversi gruppi hanno anche dimostrato che le MSCs presentano capacita
differenziativa in senso epatogenice miogenico 3334
Le MSCvennero scopere nel 1966da Friedenstein,che descrisseuna popolazione dicellule

isolate dallostroma midollare di topo, clonogeniche, aderenti alle piastre e in grado di andare

incontro in vitro a differenziazione in 0sso, tessuto adiposo e cartilagirte.
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Negli ann successivialtri studi hanno evidenziatocome le cellule staminali mesenchimali
OEOEAAATT AlTG6ETOAOTT 111 o117 AAT T EATTII
connettivi: sangue perifericd®, muscolo scheletricd’, tessuto adiposd®, osso trakecolare®,

tendini*?, tessuti placentarf!44, derma*®, membranae liquidosinoviale46-8

Le MSQsolate da tessuti differenti mostrano caratteristiche fenotipiche simih vitro, qualiuna
morfologia fibroblastdike, con una scarsa quantita di citoplasm pochi mitocondri ed un
apparato del Golgi poco sviluppatd, 8 AAAOET T A Al &I 1T AT AAI 1T A PEAC
a proliferare e differenziare inrisposta d dsg@bsizione a fattori di crescita. In uno studidi
Sakaguchi et alvengono comparate cellule isolate dadiversi tessuti tra cuimidollo osseo,

muscolo scheletrico e tessuto adiposalimostrando come le cellule isolate dalle diverse fonti
abbianounadifferente capacitadi differenziazione condrogenicd?

In uno studio successivoSotiropoulou et alha riportato chela tecnica di isolamento, il medium

e i substrati di coltura, la densita di coltura, A OOT OE AE AOAOAEOAh 1 A A]
1 6 AOAT OOAT A b O Apdshdndinfluenkdte inBikad 161 AICCEEAN OE T Tidkionel A Al
e le proprieta immunogeniche di questeellule, alterando cosi ipattern di marcatori*®

Si ritiene, infatti, che il fenotipo subisca continue modifiche in risposta al microambienteisia

vitro che in vivo, per questo motivo non si € ancora ottemta una caratterizzazione chiara e
specificadelle MSC®

Lo studio dellimmunofenotipo in campioni a fresco é readteriormente difficoltoso dalla bassa
percentuale delle MSC all'isolament®d esempio nel midollo osseo si € stimata unafjuenza

dello 0,00%0,01% di MSC

In generale, le cellule mesenchimali staminali esprimono numerosi recettori importanti per
I'adesione cellulare e l'interazione con le cellule emopoietiche. Esprimono molecole di adesione,
recettori per fattori di crescita e citochine,ritegrine.®

Sebbene i marcatori per identificare le cellule staminali mesenchimali siano numesesiondo

NOAT O OEDI OOAOT AAIT16)1 OAOT AGET T A mesénthimaliA OU
sono definite tali qualora, oltre a crescere iadererza, esprimanoi marcatori CD/r3, C®0 e

CDL05 mentre siano negativiper CD14, CD19, CD34, CP45

Le MSGsono facilmente isolabili senza incorrerm problemi di carattere eticoData, inoltre, la

loro capacita differenziativa,insieme ad una buona capacit di automantenimento e alle
potenzialita di espansionexvivo, le MSGsono diventate oggetto didiverseOE AAOAEA T A1 1
della terapia rigenerativa alla cui base risiede la possibilita di avere a disposizione una

popolazione cellulareautologa con un alto tasso di moltiplicazione ed igrado di differenziarsia
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sostegnoAAT  OAOOOOI AAT T ACCE soanlingatti staki méssi &purddiversi A A A A
protocolli terapeutici che utilizzanoMSCin campo cardiologic&* ed ortopedico.>*>>Sono tate
utilizzate in cotrapianto con le HSGHematopoietic Stem Cells)nel trattamento della Graft
versus Host Diseag&vHDY° e sono stateutilizzate in studi preclinici e clinioton risultati efficaci

nella terapia di patologie come il diabete di tipd, il morbo di Crohn e di Parkins6h%8

s o~ - A A s -

# ADAAEOU EI T OTT117TAOI AOT OEA
Negli ultimi annisi e evidenzida una scarsa immunogenicitaelle MSCdirette a tutti i tipi di
cellule del sistema immunitarid® Questa caratteristicarisulta utile soprattutto per quanto
riguarda un possibile utilizzo clinico nellambito della medicina rigenerativa e della terapia
cellulare, in cui le cellule hanno il compito di ricostruire tessuti danneggiati ed evitar&lalD.
Le MSChanno evidenziato la capacita di modulare la riggta immunitaria allogenica di linfaiti,
di cellule presentanti lantigene (APC) edi linfociti Natural Killer (NK), inoltre inibiscono
I'espressione dei recettori Nkattivatori e l'induzione di funzioni effettrici, quali l'attivita
citotossica e la prodaione di citochineda parte delle cellule della risposta immunitaria
Sudi hanno dimostratoinfatti come le MSCsiano in grado di sopprimere la reazione linfocitaria:
Di Nicola et al.hanno evidenziato come la proliferazione di cellule T umane stimolatdalla
presenza di linfocitiirradiati e cellule dendritiche, venga sensibilmente depressa dalla presenza
in cocoltura di MSC®° Inoltre, e stato dimostrato che le stesse MS&ono privedelle proteine
HLA (Human Leukocyte Antigen) di classe Il anche urwdta differenziate, ed esprimonobassi
livelli di proteine co-stimolatorie, evitando in questo modo di suscitarena reazione linfocitarig!
Esprimono invece molecole di adesione essenziali per l'interazione con le cellule T (VEAM
ICAM1),emancano A1 1 8 AOD OA OOE T tikolafofe cdmie CA8A, ICD8E e BH40. Lo
studio dell'espressione di queste molecoldornisce un insieme di osservazioni che permettono
di comprendere la loro capacita di modulare la risposta immunitaria, fenomeno estremamente
complesso e dipendente anche dal particolare microambientenetwork di citochine in cui la
cellula si viene a trovare.
Mimando la funzione fisiologica delle MSC nelle nicchie emopoietiche del midallmaccanismo
risultante eil blocco dei linfociti Tnella faseGo-Gidel ciclo cellulare.
E stato ipotizzato che la capacita delle MS@ mediare la soppressione della proliferazione dei
linfociti T avvenga attraverso diversi meccanismi:

1 la secrezione da parte delle MS@ citochine immunosoppressorie quallL-10, 12 e TGF

rn
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7 1 6ET OAOAwa&lld, A AAT 1 OI A
1 la presenza della indolamina 2@oxigenasi (IDO), un enzima indotto da INF A E A
catalizza la degradazione del triptofano in chinureninaproteina con un ruolo
fondamentale nell'immunosoppressionelei T.512

Inoltre, I'attivita immunomodulatoria in senso soppressivo delle MSE€ associata a numerose
molecole solubili quali il fattore di crescita epatocitario (HGEansforming growth factorr (TGF
 Qumour necrosis factog (TNF| Qh Blantitda&ZPGE?2), e l'antigensolubile HLAG 8
L'antigene HLAG e una molecola HLA di classe | non classica, che possiede proprieta inibitorie
nei confronti delle cellule del sistema immunitario tra cui le cellule NK, i linfociti T e le cellule
dendritiche. L'espressione di questa molecola infatti risulta un evento positivo in caso di
gravidanza o trapianto d'organo, al contrario € associata a conseguenze negative in caso di
neoplasie o infezioni virali, in quanto porta le cellule a sfuggire al controllo del siste
immunitario facendo progredire la malattia.
Il ruolo immunomodulatorio delle MS@ dato quindi dall'interazione con varie cellule del sistema
immunitario, dall'inibizione dei processi inflammatori e dalla promozie di pathway
antiinflammatori.
L'interesse applicativo e correlato alla loro capacita di limitare la proliferazione dei linfociti T
stimolati con agenti mitogeni e con gli alloantigeni che determinano il rigetto del trapianto.
Inoltre le MSCs sono resistenti alla citossicita mediata dai linfocT CD8 inibiscono il
differenziamento delle cellule dendriticheresponsabili della presentazione dédintigene ai
linfociti T naive da proliferazione dei linfociti Blimitando la produzione anticorpale e favando
la formazione di cellule T regolatae. 547
Nel loro complesso queste cellule sono in grado di mediare un'attivitd tolerogenica dose
dipendente sia nei confronti della risposta immunitaria innata che adattativa.
A livello terapeutico, rsultati sperimentali mostrano che MSCiniettate tramite infusione
endovenosasono in grado di migrare fino al sito danneggiatio casodi infarti miocardicf?, e di
danni ischemici al cervell§® Se iniettate localmente, come nel caso di una sospensione
somministrata nel ginocchioper via intraarticolare, si sono rivelate in grado diocalizzarsie
riparare ilmenisco e la cartilagine nelle zon@aggiormentelesionate 7°
Tuttavia, imeccanismi che guidanée MSCverso il sito danneggiatassono ancorada chiarire In
uno studio é statodimostrato come unachemochinamonocitaria espressan presenza diun
danno ischemico cerebraleed assente in cervellsano,sia in grado di richiamare le MS@iettate

in prossimitadel danno stesso’!
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Una volta nel sito danneggiato le cellule devono poi differenziare in fenotipo appropriato per
rigenerare il tessuto, ma @ oggi non si conosconaancora i meccanismi alla base di ques
fenomeno.

&1 1 OE Al OAOT AOEOA AE - 3#
La prima fonte di MS@he ha permesso di allestire colture primari@ vitro e stata il midollo
0sseo. Sebbene quest'ultimo rappresenti una fonte ricca di cellule, I'invasivita dei sistemi di
prelievo non consentono di disporre di un buon numero di campioni e la quantita risulta essere
piuttosto limitata. Per questi motivi sono state ricercate nuove fontira cui le piu studiatesono
la placenta e gli annessi embrionali ed il tessuto adiposo.
La possibilita di utilizzare il sangue cordaie come possibile fonte di MSC deriva dalla loro
capacita di supportarel'emopoiesi. Questa fonte presenta un'alta perceguale di cellule
CD34/CD38 suggerendo che nel sangue neonatale possano essere prespntigenitori dotati
di potenziale proliferativo e differenziativo. Diversi autori hanno escluso la possibilita che nel
cordone potessero essere presenti anche progeari mesenchimali, ma nel 2004 Bieback ed i
suoi collaboratori hanno dimostrato che é possile isolare elementi simili MSC dal sangue di
cordone con un'efficienza maggiore del 6Q%Tali cellule hanno una frequenza molto piu bassa
nel cordone rispetto che nel midollo, esprimono alcuni tipianarcatori mesenchimali, mentre
mancano di quelli emopoietici. Sono inoltre in grado di differenziare in senso osteogenico e
condrogenico.
All'interno del cordone ombelicale scorrono i vasi ombelicali immersi in @s$uto mesenchimale
ricco di acido aluronico, la gelatina dWharton, che impedisce la formazione di occlusioni e
costrizionialldnterno del cordone durante il movimento del feto, da cui possono essere ottenute
cellule mesenchimali (Vharton's JellyMeserchymal Stem Cel]lsWIMSCs). Una delle prime
scoperte riguardante queste cellulesi deve al gruppo di Wang, il quakeriuscito ad isolare una
popolazione di cellule con marcatori tipici delle cellule staminali mesenchimali, recettori di
matrice (CD44, CI05), integrine (CD29, CD51), ma non marcatori emopoietici (CD34, CB345)
Infine, ha dimostrato che, sotto apposite ondizioni di coltura, le WMSC sono capaci di
differenziare in adipociti e osteociti.
Una fonte di MSGcoperta di recente ed argomentali studio molto interessante, risulta essere
la placenta. Il vantaggiadi utilizzare un tessuto di scartorisiede nella sudacile reperibilita e
mancanza diimplicazioni di carattere etico. Le cellule estratte dalla placenta sono dotate di
importanti capacita immunomodulatorie. Durante la gravidanzanfatti, € a livello di questo
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organo che viene mantenuta la tolleranza matera@tale. Tale proprieta, in comune con le
staminali midollari, &€ dovuta alla scarsita di molecole MHC di tipo Il estimolatorie ed alla
presenza delle molecole HL&. Le cellule mesenchimali isolate da membrana amniotica
(Amniotic Membrane- Mesenchymal Stem Cell&AMMSQ e corion Corionic Membrane
Mesenchymal Stem CelllCORMSQ hanno una derivazione di origine mesodermica
extraembrionale. A livello morfologico sia AMche CORMSCmostrano un aspettofibroblast-ike
ed esprimono antigeni di superdie classici associati alle M8@ midollo osseo. Risultano positive
per CD13, CD29, CD44, CD73, CD90, CDADa@6e negative per marcatori emopoietici (CD34,
CD45) e monocitari (CD14) classici. Entrambe le popolazioni isolate dalla porzione mesenchimale
AAT1T A T AT AOAT A EAOATE EATTT AEIT OOOMeHgs 1 A
mesenchimali classici, osteogenico, adipegico e condrogenico. E stato successivamente
analizzato anche il potenziale differenziativo verso tipologie cellulari appartenenti a tutti i
foglietti germinativi, quindi in senso ectodermico, mesodermico ed endodermicé’’
La membrana amniotica e attalmente gia utilizzata nella pratica clinica per trattare ulcersia
dermiche e cronicheoculari ed ustioni senza dar luogo a reazioni immunitarie di rigetto,
evitando quindi la necessita dina terapia immunosoppressiva.

)yl OAOOOOT AAEDI Ol
Il tessutoadiposo € un tessuto altamente complessogpstituito da adipociti maturi, preadipociti,
cellule dei vasicellule endoteliali @mmunitarie. 0
Il tessuto adiposo deriva dallo sato mesodermico dell'embrione e si sviluppa sia nel periodo
prenatale chepostnatale. Comincia a comparire verso il secondo trimestre della gravidanza e
verso il 5090° giorno di gestazione si identificano i precursori, predipociti,
contemporaneamente alla presenza dei fibroblasti.
Il tessuto adipososvolge molteplici funzioni:

T trofica, rappresentando per I'organismo una cospicua riserva di materiali energetici;

1 meccanica,jn quanto estende le potenzialita plastiche e previene alcune rotture dovute

a stress fisici di altri tessuti. Inoltre, riveste i nervi, i vasi, | museaiempie alcuni interstizi
del midollo osseo;
1 termica, e grazie a questa caratteristica, @mportante la sua presenzanegli strati

sottocutanei e in determinate regioni, come ad esempio I'addome, per impedire la perdita

di calore verso l'esterno;
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T metabolica, comeparte integrante della regolazione dell'appetito e del metabolismo. In
gualita di tessuto di deposito, puo anche subire variazioni in seguito allo stato nutrizionale
dell'individuo.

Nel 2001, Zuk et al. degsseper la prima volta il tessuto diposo umano come fonte di cellule
stromali/staminali mesenchimali multipotenti, simili a quelle presenti nel midollo oss&b?+83

La localizzazione delle cellule progenitrici del tessuto adiposo € rimasta per lungo tempo
controversa; il dubbio riguar@va I'origine endoteliale, pericitica o stromale. | pradipociti e le
cellule endoteliali condividono antigeni di superficie, in accordo con una derivazione comune.
Le cellule stromali derivate da tessuto adiposAdiposederived Stem @lls, ASLCsono state
identificate nella frazione vascolo stromaléStromal Vasculafraction SV, composta da diversi
tipi cellulari. progenitori staminalj periciti, cellule progenitrici endotelialicellule del sangue
circolanti, macrofagi, residenti o infiltrati CDIACD3}, fibroblasti, cellule endoteliali CD34CD31

e precursori degli adipociti CD3ACB18485

Grca I'1% delle cellule totalel tessuto adiposo sonaellule staminalmultipotenti, che crescono

in aderenza epossono differenziarein vitro verso linee mesodermiche come osteoblasti,
adipociti e condrociti, positivi per marcatori mesodermici come CD73, CD90, CD105 e negativi per
marcatori ematopoietici come CD14, CD34, C¥45’

Secondo &cuni autori, il meccanismo omeostaticoche mantiene il volume fotale del tessuto
adiposo a livelli costanti avvienenon solo in seguito all'aumento di volume degli adipociti
preesistenti, ma anche attraverso la generazione di nuovi adipociti galol di cellule staminali
progenitrici. &

La presenza di progenitori déulari € stata verificataanche tramite traccianti radioattivi,
mostrando un tasso di ricambio delle cellule adipose vaiketrai 6 e i 15 mesi negli esseri umani.
Presumibilmente e quindi presente una popolazione di cellule staminali in questo tessuto
responsabile della replicazione degli adipociti maturi nel corso della vita.

La presenza dibuone capacita differenziativedei progenitori cellulari del tessuto adiposo
inoltre, si riscontrain alcunepatologie umane bambini affetti da eteroplasia osea progressiva
presentano la formazione di tessuto osseo ectopico all'interno dello strato di tessuto adiposo
sottocutaneo.®? Analisi istologiche dimostrano la presenza di osteoblasti e condrociti oltre agli
adipociti, suggerendo quindi che le cellule stamali derivanti dal tessuto adiposo presentino un
potenziale adipogenico, condrogenico e osteogeni€®®, anche se la differenziazione in senso
condrogenico sembrerebbe essere inferiore per le cellule di derivazione adiposa rispetto alle

cellule mesenchimnali isolate da midoll@%%3
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Alcuni autori hanno dimostrato inoltre come queste cellule abbiano un elevato potenziale
angiogenico e siano in grado di ripristinare il flusso ematico dopo ischemia al pari delle celiule
derivazione midollare®*°
Le ASC mostrano anche capacita di secernere molecole bioattive in grado di stimolare
I'angiogenesi, la rivascolarizzazione degli innesti di grasson proprieta antiibrotiche, anti-
apoptotiche e immunomodulatorie®® Queste caratteristiche potrebbero rappreserdre alcuni
degli effetti osservati dopo l'innesto chirurgico del tessuto adiposg come il miglior tropismo
della pelle, la chiusura accelerata di ferite o ulcere complesse e la valorizzazione dell'aspetto
cutaneo dopo danni da radioterapid”?°
Trattando ASCOmurine con sostanze neurogeniche, sono state in grado di dare origine a fenotipi
neuronali positivi alla colorazione per le proteine acide gliali fibrillagii@l fibrillary acidic protein,
GFAJpe altre sostanze neuronafi®®
Nel 2006, Timper et al,differenziarono le cellule staminali mesenchimali adipose in fenotipi
pancreatici endocrini in grado di sintetizzare ormoni come insulina, glucagone e somatostatina,
fornendo cosi uno spiraglio per la cura del diabete mellito di tipd®
Infine, anchese le cellule isolate da tessuto adiposo non sono in grado di andare incontro a
differenziazione ematopoietica, sembrano fornire un importante supporto nella
differenziazione di progenitori ematopoietici in cellule mieloidi e linfociti. &2
Mentre le basi molecolari del differenziamento in linee cellulari di origine mesodermica & ormai
noto, gli eventi chiave e i fattori di trascrizione che danno inizio a differenziamenti in ditreage
cellulari non sono ancora stati identificati. Per questgli studi si stanno concentrandosul
chiarimento di questi meccanismi esul rendere fattibile una terapia cellulare per patologie
epatiche pancratiche e nervose.
APAEA OA 1 6 A OD O Aeddlari disuparfice d I6AAMBDAOR OOCET T A dg AT EA
tessuto adiposo sembrano essere simili a quelle del midollo os§&&* esistono alcune
differenze molecolari.
Nel 2005 uno studio analizzd 6 AODPOAOOEI T A CAT EAA AE AAI 1 O1I A A
osseo, cordone ombelicale e fibroblastdi dermal® verificando che 25 geni risultavano
maggiormente espressi nelle MSSpetto ai fibroblasti, senza trovaredifferenze fenotipiche.
Uno studio del 2004 identificojnvece, 24 geni sovraspressi nellecellule staminali da tessuto
adiposo comparandolea quelle di midolloe descrissero differenti espressioni pe8 marker di
superficie in queste cellule. In @ordo con i dati raccolti, gi® OT OE EDBPT OEUUAOI T 1T 7
dei geni venisse spresso differentemente tra MS@a tessuto adiposo enidollo.196
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Cone le BMMSC (bone marrowMSC) le cellule di origine adiposa non esprimono antiggdLA
e hanno proprieta immunosoppressive che le rendono disponibili per trapianti allogenici e fonte
alternativa alle cellule di origine midollafd’ con la possibilita diutilizzarle, quindi, nel
trattamento della G\HD. 1®109
Sebbene gli studi ancora siano limitattEA OOT OE AT T A 1 8AO0 AAIT AT TA
tessuto (sottocutaneo o viscerale), il tipo di procedura chirurgica utilizzata, le condizioni di
coltura possono influenzare sia la proliferazione che la capacita differenziatiledle ASC
Nelluomo e stato osservato che il numero maggiore di cellule staminali viene raccolto dal
tessuto adiposo sottocutaneo a livello del braccjoispetto a coscia, addora e seno, mentre pr
NOAT O1 OE gebdarathrde statd difiostrato che la capacita di adesione alle piastre e di
proliferazione, sono maggiori in campioni prelevati da donatori giovani, ma la capacita di
AEAZAOAT UEAUETT A OEAT AROCEARAI A AGH ATT 18A0I
, 600EI EUUT AE AAT Olalpiraketil tedsttd\ddidoSoZottocitaneoiramite haA b A
permessodi disporre di ampie quantita di tessuto adiposo, con tecniche minimamente invasive
anche per il pazientesemplificando l'isohmento, senza alterare in modo significativo la vitalita
delle cellule isolate dalla frazione cellulare vascedtromale.l'’Questo permette inoltre un
utilizzo diretto per applicazioniterapeutichei DHBAO 1 8EOT 1 Al AT 01 AAI T A
staminale 11413

| DBl EAAUEI T E
Le MSQla tessuto adiposo rappresentano una prospettiva promettentsiadi terapia cellulare
che dimedicina rigenerativacon trattamenti autologhi o eterologhi, grazie allapossibilita di
utilizzare cellule vitali,facilmente reperibli in numero elevato,con lo scopo di riparare,
sostituire e riportare ad una normale funzione fisiologica tessuti danneggiati o con funzionalita
alterata. 38 1115
Diverse localizzazioni anatomiche di tessuto adiposquindi, hanno differenti caratteristiche
metaboliche, attivita lipolitica, composizione in adi grassi e espressione genica gueste
potrebbero influenzare le caratteristiche a lungo termine del campione trapiantato.
, 0 E 8 & dde cellule, una volta trasferitd A1 OE OT mAnteigbnd ArapActi@d sito
di origine. Sono quindi necessarulteriori studi per dimostrare se diierenti fonti anatomiche di
MSC(sottocute periferico, sottocute addominale, omento) mostmo differenze metaboliche e
comportamentali una volta attecchite Inoltre la tecnica chirurgica utilizzata per il prelievo
influenza laproliferazione cellularedelle ASC!6
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Le cellule staminali derivanti dal tessuto adiposo hanno dimostral® capacitadi favorire e
velocizzare la guarigione delle ferite, ulcere,fditi cutanei e migliorare la pigmentazione della
pelle. Klinger e collaboratorjhanno ottenuto ottimi risultati anche nel trattamento di diversi casi

di estese cicatrici del voltpriconducibili a ustioni di secondo e terzo grado. Dopo Iiasto di
tessuto adiposo, e stato notato un netto miglioramento nela deposizione di nuovo collagene,
iper-vascolarizzazione cutanea ed iperplasia del dernfResponsabili di questi effettie quindi
capaci di miglioare la qualita delle cicatridembrano essere le cella staminalitrapiantate.*’

Nel 1997 Coleman ha standardizzato una procedurehirurgica di lipofilling per ripristinare il
volume del viso*'®Successivstudi hanno dimostrato che l'innesto di tessuto adiposo ha bisogno
di contenere adipociti vitali peottenere und AUET T A O led udd c&nubbhénite StAminale
adipocitari deve essere inferiore a 1 mm (G6B8 mm) per migliorare la vascolarizzazione e
semplificare le iniezioni superficialit'%2?

Diverse procedure dilipofilling sono state sviluppate negli ultimi due decenni. Nelle prime
applicazioni medibte, sono state impiegatecannue con diametrodei pori lateralida 3 a 6 mm
per eseguire linnesto come riempimento dopo traumi, malattie o invecchiamento.
Successivamente, sono state sviluppate procedure che utilizzavano volumi ridotti del tessuto
iniettato per migliorame l'attecchimento.

Ogni anno aumental numero di studi clinici che valutano l'efficaciala sicurezza delle staminali
da tessuto adiposo nella ricostruzione e nella rigenerazione dei tessuti. Secondo il database di
studi clinici (ClinicalTrials.gov 2017), sono attualmente registrati 248 studi che utilizzano ASC,
principalmente per il trattamento di malattie dell'osso, della cartilagine, del sistema nervoso e
autoimmuni.

Diversi protocolli sono stati sviluppati per isolare le cellule staminali dai campigdinlipoaspirato
utilizzando procedure enzimatiche o non enzimatichénche se i protocdl sono piuttosto simili
agli altri, le differenze nella concentrazione degli enzimi, nel numeroalraggi nei parametri di
centrifugazione, nella emolisi e nelle condizioni di coltyrpossono influenzare I'efficienza e la
riproducibilita dell'isolamenb. Inoltre, i chirurghiutilizzano tecniche distinte peril prelievo del
tessuto adiposo, aumentandae la variabilitae il possibile confrontatra i campioni.

Negli ultimi anniinoltre, sono statiintrodotti diversi tipi di canula edispositivi automatia per
isolare cellule staminali da tessuto adiposazhe utilizzano collagenasi o sfruttano forze
meccaniche, con un mercato in rapida cresct#Questorichiedel 8 ET O O1 AuwbwdistemiA AE

di controllo della qualita per valutare le caratteristiche @l tessuto adiposo utilizzatoprima
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dell'iniezione nel pazientecon particolare attenzione alle cellule staminali mesenchimali e alla
composizionein periciti del campione 2428

Un recente studio havalutato le caratteristiche biologiche dellASC is@te mediante la tenica
standardizzata da ColemanOE OPAOOT Al 1 600EI EUUT AE .GiA AAId
confermato il mantenimento della proliferazione cellulare, delle capacita differenziative e
immunomodulatorie delle staminali mesenchimalmigliorando la fluidificazione detampione
prelevato. Questo comporta un aumento dell@pplicazioni clinichedei trapianti autologhi di

staminali da tessuto agioso. '

AROAPEAAADOAGEADEH A
Come descritto in precedenzall E 1 E A 0OdfldlebtdminAliButologhe oeterologhe nei soggetti
sottoposti a trapianto potrebbe indurre unamigliore tolleranza immunologicaverso itessuti
trapiantati.
| linfociti T regolatori (Treg sono una popolazione cellulare altamente soppressivze eviderze
che i Treg siano correlati alla tolleranza nel trapianto derivano da studi preclinici su modelli

animali.*3°Su modelli murini umanizzati & stato dimostrato che iniezionitiegumani espansex

vivo sono efiicaci nel prevenire il rigettdt® , 8 E lodeQddliE tolleranza immunologica &

nei tessuti linfoidiA T AT 1 81T OCABPH# EEGOADDAT ODHATregpdsddd 9sk®OE AE
utili perindurretol 1T AOAT UA EIT T OTT1 1T GCEAA AT AEA TAIT 1801 1T ¢
Dati preliminarisutrial clinicidi fase | e Il attualmente in corso, suggeriscono che terapie basate

su infusioni diTregsonoefficaci come terapia adiuvante nel trattamento di GvH®suggeriscono
l'introduzione di questo approccio in altre malattie con background immunitarié?334

#1 1 OEAAOAOA 1 6A1 A@dOnkcedhdidpir€ddmBliE OUA AMAAAE EOT T A
interazione trale diverse sottopopolazionnel contesto delle terapie cellulari gualetecnicasia

pit opportunaD AO 1 GEAT 1 ARABRAINCOET T A

Anche lecellule mesenchimaladulte (MSC)sono in grado didown-regolare casi di @HD e |l

rigetto, sopprimendo i linfociti T effettori e le cellule dellamemoria, e al tempo stesso
promuovendo lo sviluppo di linfociti T regolatori. Date le loro uniche proprieta
immunomodulatorie, OEA OO1 1 8ET | 01 EOQU, IleE M$CAGstituiscArid Auna AAA O
promettente popolazione per la terapiacellulare in caso di trapiantp in particolare per

1 6 Eibn& @ellatolleranza.

39



, A -3# EATTT 1A AAPAAEOU AE AI 1T OAOOEOA 1 A AAI
0 soppressivo attraverso il contatto cellukgellula, bloccando cosi le cellule dendritiche in uno

stato semimaturo e inducendo una ¢lleranza periferica associata alla riduzione N, IL-12 e

TNFR 8°

Inrecentistudil 8 ET £FOOCET T A AE -3# ET 11T AATTE OPAOEI AT ¢
ad un aumento della tolleranza mediata ddireg 136

Le MSC sonoinoltre in grado di avere un effetto sinergicoAT 1T 1 8EI [ O1T 1 O1 b
farmacologica a basse dosi o transiente, finalizzata al mantenimento della tolleranza a lungo
termine., 8 OOEI EUUT AE Z£AOiIi AAE Ei i1 011 01 BPOAOOT OE
indipendentemente dalla loro specificita antigenica, rendendo il ricevente suscettibile ad
infezioni e tumori. L'uso prolungato di immunosoppressori € inoltre associato ad altri effetti
indesiderati, come malattie cardiovascolari, ipertensione, sindromi metabolicheus effetto

Ol OOEAT AEOAOOI OOE OAOOOOE OOADEAG BIABBGETATA
mesenchimali potrebbe consentire una minimizzazione della terapia farmacologica di
mantenimento.

Diversi studiin vitroedin vivoA T A O1 AT O Ad delle MSCAIAdEitz& €D linfociti T verso un

fenotipo regolatorio. Cocolture di MSC umane con cellule mononucleate o con linfociti T €D4
inducono la differenziazione di questi ultimi ifiregFoxp3".137

Altri meccanismi di generazione diregsotto induzione di MSQncludono il rilascio di HLA

solubile, una molecola non classica Hidhclasse 1°8 o di microvescicole!3®

Casiraghi et al. hanno dimostrato come MSC murine infuse in topi prima del trapiagitoene,

siano in grado di localizzarsi pferenzialmente a livello degli organi linfoidi portando ad una
precoce espansione delreg Al contrarig le MSC infuse postrapianto vanno a localizzarsi nel

rene trapiantato portando ad una espansionanferiore di Treg*°Lo stesso team di ricerca ha
effettuato uno studio clinico in cui sono stati reclutati due soggetti sottoposti a trapianto di rene

da donatore vivente. Il giorno prima del trapianto entrambi i pazienti hanno ricevuto infusioni di
BM-MSC autologhe espanseex vivo. , 6 ET /£0 ONBSICThAfavdkite un ambiente pro
tolerogenico, caratterizzato dalla diminuzione dei linfociti T CD@spetto al gruppo di controllg

AEA EA OEAAOOOT 1T A OOAOOA OAOAPEA AGET AOUEITTA
di linfociti T regolatori & lentanente aumentata in seguito ad una marcata riduzione, dovuta alla

Per testare la capacita immunomodulatoria e tollerogenica delle mesenchimatydi hanno

infuso cellule mesenchimali staminali derivate dadsuto adiposo (ASC) e cellule staminali
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ematopoietiche (HSC) in pazienti soggetti a trapianto di rene da donatore vivente sotto
condizioni non mieloablative, senza la convenzionale immunosoppressione. foédlbw-up a 6
anni lo studio ha dimostrato una so@vvivenza totale del 70%, di cui il 50% dei pazienti non
sottoposto a terapia immunosoppressiva*! Questo studio apre nuove prospettive per i
poOl OT AT 11 E Al ETEAE AEA OOEI EUUATT AAIIT1OIA 060
A81 OCAT T 8

Nonostante gli studi preclinici e clinici siano promettenti, sono necessari ulteriori studi per
standardizzare la metodica di somministrazionglelle cellule mesenchimali e per capire
esattamentecome queste possano modularal megliola risposta immunitaria @ll'ospite in viva

E stato dimostratq infatti, che 1 tempo d'infusione di MSC rispetto al trapianto di organi solidi
uno dei principali fattori che influenzano la capacita di MSC di espandere la compondmegye

DOT 1 01 CAOA 1 A Ol podpiatabo®AT UA AAI 161 OCAT
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Vari studi hanno dimostrato che i pazienti co@KD in trattamento emodialitico sostitutivo,
presentano alterazioni del sistema immunitario che ne aumentano la suscettibisiiafezioni, sia
batteriche che virali.

Inoltre, € stato osservato che la procedura emodialitica,accentua la condizione di
immunodeficienza di questi pazienti, a seguito della tossicita dei prodotti uremici e delle reazioni

AE AET AT I DPAOEAEI EOU AT1T 1A 1AI AOAT A idAupa £EI C
condizione di inflammazione cronicad\ei pazienti in emodialisi, infattisi osserva uno squilibrio

tra il numero di linfociti T CD4attivati e il numero dilinfociti T regolatori. Questi ultimi risultano

avere, inoltre, 0T 8 AT OA OA O lmmuBGsbppressivaAl E O U

Ai fini del trapianto renale, OA OADE A pebi pdzidnt) éonCKA® A1 OAOAUET T A AAI
T regolatoria risultamportante: afinché un trapianto abbia success@ necessario che i pazienti
possiedano un sistema immunitariontegro e in grado di autoregolarsi,con meccanismi di
soppressione @lla risposta immunitariaefficienti, in grado diinibire eventuali alloreazioni che
potrebbero causarelaD A OAE OA Ardplaitafiol OC AT |

Glistudi clinicicondotti OT T T OT 1 Aidedel Admierd dAToelgiA circolo, al fine dimigliorare

la risposta immunosoppressiva.Buoni risultati sono stati raggiunticol | 8 EI PEACI

Rapamicinafarmaco immunosoppressore in grado di regolare la crescita, la proliferazione, la

motilita e laso®AOOEOAT UA AAIT 1 61 AOAh 1T AI1T 16EIDEACT
in modo da favorire la mobilizzazione ddiregE T OACOEOT Al 1 6A0I AT OADA
immunitario. Tuttavia, B OOET EUUT AE 111 AAT T A risviéredliel piol CE A A

vantaggioso al finedi stimolare la risposta T regolatoria.

Tra ipazienti in attesa di trapianto di renginoltre, occorre prestare particolare atenzione ai

pazienti iperimmuni,pazienti complessi corun elevato titolo di anticorpi IgGdiretti contro gli

antigeni HLA e non HLA, dovuti a precedenti esposizioni con antigeat-self. La presenza di

questi anticorpi e considerata una contiindicazione al trapianto, poick potrebbero
AAOAOI ET AOA EI1 OECAO6dr quasfoimbtidol 0 @ulyil ¢ moloCdifiilE AT OA
trovarelorounAT T AOT OA AT i PAOEAEI A Ah AE AiI 1T OACOAT UAn
di rene.

Attualmente, al fine diridure E  OAI PE ET 1 EOOA AB8AOOAOA DAO
sviluppando protocoli di desensibilizzazione, basati principalmente su plasmaferesi e

trattamenti farmacologici, che permettono ai pazienti iperimmuni di ricevere un trapianto di rene
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anche in presenza di anticorpi anti HLA diretti contro gli antigeni delrddore. Dati diletteratura
dimostrano pero, che spessajuesti protocolli non risultano efficaci ealcunipazienti sottoposti
a desensibilizzaziongcontinuano a mostrare anticorpi donatorespecifico, anche dopo mesi dal
trapianto, determinando un rigetto acuto.
Numerosistudi clinicthanno valutatol'efficacia e la sicurezza delle staminali da tessuto adiposo
nella ricostruzione enella rigenerazione dei tessute, di recente,si € confermatala capacita
immunomodulatoria e tollerogenica delle mesenchimatinche in casi dO O A b Edxda®E A &
determinando un aumento dilinfociti T regolatori nel ricevente con una sopravvivenza totale
del 70% @l follow-up a 6 anni
Questo progetto ha quindilo scopo di studiare meccarismi di tolleranza immunologicalovuti
alld O OE 1 Weéutvophil defatinasassociated lipocalifNGAL), proteina nota anche come
biomarkerD OAAT AA AE AATTT OATAI Ah A OAl OOAiada 1 6 A~
popolazione staminaleadulta su pazienti sottoposti a emodialisi g@erimmuni.
Dati in ktteratura dimostrano che NGAL, infatti, & in grado didurrel 8 AODOAOOET T A Al
immunomodulanti e di determinare un aumento della popolaaie dei linfociti T regolatori.
A tal fine, | progetto ha analizzatol 8 AUET 1 Ze difuka popolazione tlcellule staminali
derivanti da tessuto adipososulla componente linfo-monocitaria (PBMC) di pazientiin
trattamento emodialitico eiperimmuni, ® 0T OAT EAT OE AAI1 1851 EOU [/ PAOA
Trapianto diretta dal Prof. La ManndoliclinicoSarO 6 / OOT I Ah " T 11 CT A
Durante la prima faselel progetto, si sono allestite colture dPBMCda soggetti con insufficienza
renale cronica.l PBMC isolatsono stati attivati con fitoemoagglutinina (PHA), per mimare lo
stato inflammatorio in cui si trovano quets pazienti, e sono stati trattati con dosi crescentdi
NGAL (80 ng/ml, 320 ng/ml, 640 ng/nggr 72 h di colturaAttraverso tecniche citofluorimetriche
si éanalizzatalapopolazioneT regolatoriaCD4CI25FoxP 3 eil ciclo cellulare Infine si € valutéa
la proliferazione cellulae utilizzando un saggio ELISA
Nella seconda fase dello studio PAO ADPDPOI £ T AEOA 1 6AT Al EOQE
immunomodulatorie delle popolazioni mesenchimali anche verso soggetti caiterazioni del
sistema immunitario,si sao allestite colture primarie di cellule staminali mesenchimali adulte
isolate da lipoaspiratiASC)3 E 1 OAI1 OOAOI lqdediapdphléridne stainihale, ' !
analizzandone la morfologia, il fenotip,1 A DOT I EAAOAUET T A Aidadldfi@] AOA
AT T 1 6A1 1 A-cofiuke| sAdagpiofordie | B R £ZEAOOT OET AOCEAT AAI
1 8AUET T A EI I dASCsulia popdlaAidneliAfemonocitaria di pazienti in trattamento
emodialitico.
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1 4%2) 1) % - %4/ $)

1 0001 1 AT AT Ol
LoOOOAET 1T OOAOI AT 1T AT OO0I OO0 OI cOoObDPiI AE DA
| DPAOAOEOA AE . AAOT 11T CEAh $E&I GAE Ah 4"GABEAT AN
La Manna.
| pazienti in emodialisi sono stati suddivisi in due gruppulla base del loro valore di PRA.
Il prelievo di sangue e stato effettuato previo espresso consenso informato dei soggetti

DAOOAAEDPAT OEh POEI A AAT18ET EUET AAIT A OAOGOEITI
)y O 1 AT AT 01 AE AATTOIT A 11111 0A1I AAGA

Le cellule mononucleategderipheral bood mononuclear cellBMC)sono state isolate da sangue

periferico mediante separazione su gradiente di densitatilizzando FicolPlague® PLUS (GE

Healthcare)

In seguito a centrifugazione, si ha la formazione di varie fasi: partendo dal fondo detlavetta,

OE OOOAOCEEZEAATT AOEOOI AEGOE A COAT O11 AEOGE DIl E

Ficoll e il plasma, si distribuiscono le cellule mononucleate del sangue (linfociti e monociti).

Il sangue periferico, prelevato in provettecon EDTA, e stato diluito 1:2 con PBSulbecco's

Phosphate Buffered Salingsibco) sterile addizionato con 1% v/v di penicillina/streptomicina

(SigmaAldrich). Come controllo sono stati utilizzatyuffy-coatdiluiti 1:10.

10 ml di sangue diluito sono stigpoi stratificati su 4,5 ml di Ficoll in provette da 15ml e centrifugati

A sXpPP ObPi DPAO YP i EIT OOE EI AOOAT UA AE AOATI ¢

stato raccolto, lavato due volte con PBS e centrifugato a 1500 rpm per 10 min, pdimeseguire

18AIT1 EOE AAE cii AOIE O OOE i AAEAT OA 1600EI EU

-#1 01 OA0q PAO =zpP 1T ET Al AOET A OAIi PAOAOOOA A

eseguito un ulteriore lavaggio in PBS per elimindeesoluzione lisante. Il pellet di PBMC e stato

risospeso infine in Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 (Gibco) al 10%Hel® ¢erum

boving Gibco).

Le cellule sono state infine contate in metilvioletto in modo da discriminare le cellule natée

DAO 186A1 1 AOCOGEI AT O1T AAITT A Ai1 OOOA AAI 1 O1 AOES
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#11 OOOA AAIT 1 Ol AOA A OOAOOAI AT 6E ATT . ',
| PBMC isolati sono stati seminati a una densita di ®xcEl/ml in piastre 6well (Falcon) e attivati
con 5 pug/ml di PHA. (phytohemagglutininl, SigmaAldrich), lectina con azione mitogena sui
linfociti T, in grado di attivarli policlonalmente ed indurne la proliferaziondnfine, sono stati trattati
con dosi crescenti di Neutrophil gelatinasassociated lipocalin (NGAL, 80 ng/ml, 320 ng/ml, 640
ng/ml) e mantenuti n incubazione a 37°C per 72 h.
Al termine delle 72 h, i PBMC sono stati raccolti in una provetta da 15 ml per ogni condizione, per
valutare la proliferazione cellulare mediante saggio ELISA e, una parte, € stata utilizzata per la

caratterizzazione citoflulET AOOEAA AAI T A AT i bBITAT OA 4 OACI
cellulare.

3ACCEIl AE POI 1 EEZAOAUETTA
)i OAOOT AE POT I EEAAOCAUETTA AAT T Ol AOA AAE 0-"#
AT 11T OEIi AOGOEAT h AEA OE IaAPo@o-T-Geddsiuridital (Brol) ECEIOA U E
Proliferation ELISA, Sigma).
La BrdU é un nucleotide sintetico analogo della timidina che viene incorporato nel DNA durante
la fase di sintesi; valutando quindi la quantita di BrdU incorporata, € possibile ottenena stima
indiretta del tasso di proliferazione cellulare.
Dopo il trattamento di 72 h con dosi crescenti di NGAL, 100 ul di PBMC di ogni condizione sono
stati seminati in una piastra 98vell in triplicato. Seguendo il protocollo fornito dalla ditta, ad
ogni pozzetto sono stati aggiunti 10 ul di BrdU diluita 1:100 in RPMI e la piastra € stata incubata
per 2 ha37°C. Al termine, la piastra e stata centrifugata a 300 g per 10 minuti e dopo la rimozione
del terreno per inversione le cellule sono state fissafger 30 minuti a temperatura ambiente.
Sono poi stati aggiunti 100 pl di anticorpo adiirdU per pozzetto e la piastra & stata lasciata in
ET AGAAUETITA A OAi PAOAOOOA Ai AEAT OA PAO YP I E
anticorpo € stato eliminatomediante lavaggi utilizzando unavashing solutionfornita dal kit.
Sono stati aggiunti 100 pl di substrato (tetrametidenzidine, TMB) per pozzetto e la piastra
stata mantenuta al buio a temperatura ambiente per 30 minuti. Infine, sono stati aggiurti |2
dHSODAO PT UUAOOT DPAO AEEAOOOAOA T A 1 AOOOOA AA

con lettore di piastre Victor PerkinElmer.
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#EAT T AATT Ol AOA
, 6 AT Al EGE AA1 AEAIT AAI1 OI AOA PAOI AOOAefdsE NOA
del ciclo (G-Gy S, GM).
, A OAATEAA OE AAOA OOI1600EI EUUT AAI DOl PEATE
legandosi alla doppia elica emette fluorescenza. In questo modo, le cellule in fas®#Gcon un
quantitativo doppio di materiale genetico, emetteranno fluorescenza doppia rispetto a quella
emessa da cellule in faseo®:. La fluorescenza emessa da una cellula in fase S sara invece
intermedia.
Questo saggio fornisce una valutazione addizionale sulla proliferazione di una caltcellulare,
che sara tanto maggiore quanto piu € elevato il numero di cellule in faseMz
$1 T E1I OOAOOAT AT O AE QT E Al1T Al OE AOAOGAAI
cellulare sono stati raccolti in una provetta da 15 ml per condiztoa fissati in 500 pl di etanolo
al 70% in acqua. Infine, sono stati conservati a 4°C fino alla lettura al citofluorimetro eseguita
DOAOOI EI 3AOOEUET 40AOAEOOETT AT A AA1T 3A1 068/ 00
Per ogni condizione sono stati acquisiti 5x36venti tramite FACS NavieC (BeckmatCoulter)
AiT 18AO0OAI OOETTA AAE Ai bpPpEAOOE A 1 o2AT Al EOE 1

# AOAOOAOEUUAUEITA EIT O1TT £ZAT 1T OEPEAA
, 6AT AT EOE EIi i O1TT £ZAT 1T OEPEAA 7 OOAOA AOACOEOA £
(Treg CD4CD25FoxP3) presenti nelle colture di PBMC attivati e trattati con NGAL.
A tal fine, sono stati utilizzati i seguenti anticorpi: arRED4PC7 (Phycoerythrin Cyanin 7), anti
CD25APC (Allophycocyanin) ed anEoxP3PE (RDE UAT A OU OE O E uakdnoltre atcieA O A A
I'A OA1I OOGAUET T A AKidh fade@d foOtOTEégblatori o anbiLAG -FITC
(Fluorescein isothiocyanafdAbcam 7904).
$1 DT EI OOAOOAT AT OT AE QT E AI1T Al OE AOAOI
citofluorimetrica sono stati raccolti in una provetta da 15 ml per condizione e fissati con 100 pl di
fissativo Intraprep (Beckman Coulter) per 10 min a temperatura ambiente. Al termine
AAT 1 6ET ACAAUETTA 7 OOAOT AOACOEOI spedd in S0A(DA CCE T
0"3 A AT T OAOOGAOT A o1 # £ETT Al 111 ATO1T AAITG6A
3AT 06/ O0I 1 A8 0AO T Ci1 E Adevedtifranttd HABGS NaviolFC (B&kWad E A

Coulter) e l'analisi e stata eseguita cdhsoftware Kaluza FC Analysis.

46



6 Al OOAUEERT ODTABAE, A
Per valutare la quantita diiLAG solubile(sHLAG) rilasciato nei surnatanti delle colture di PBMC
trattati con concentrazioni crescenti di NGAL, e stato utilizzato un saggio ELISAG(EHLS
Biovendor) capace di identificare le isoforme HEAe HLASS.
Il saggio si basa sul legame di anticorpi-aRtiLAG alle molecole di sHE@ presenti nel campione,
con successiva aggiunta din anticorpo secondario coniugato con la perossidasi che agkid
substrato tetramethybenzidine(TMBY [ QF 33Adzy Gl FAYI S RSttt QlF OAR
F2NYAGE RFEE {AGZ O2YLRNII dnsurdehaMb0BdEdmde [€ISNR 2 A
di piastre,@ proporzionale alla concentrazionesiLAD LINS&ASy (S y St OF YLIA2Y
anche una lettura a 595 nm, i cui valori vengono sottratti a quelli ottenuti con la lettura a 450 nm
per eliminare il segnale di background.
Per valutare la quantita di sHiGpresente nel campione e neceseaostruire una retta di taratura
utilizzando ummaster calibratorfornito dal kit, che contiene una quantita nota di sHGAI master
calibrator viene ricostituito in acqua distillata e diluito tramite diluizioni seriali con RPMI per
ottenere gli altripunti della retta. Secondo le indicazioni del kit € possibile risalire alla quantita di
SHLAG valutando che 2,5 U corrispondono a 1 ng.
Dopo il trattamento di 72 h deiBMC con dosi crescenti di NG#dno stati raccolti i surnatanti di
ogni condizionali coltura. 100 pldi ogni surnatante di ogni calibratore per la creazione della curva
di taratura é stato seminato in duplicato in una piastra da 96 pozzeticpated con un anticorpo
monoclonale antsHLAG.
Seguendo le indicaziorlel kit la piastra8 a G F G Ay Odzo | G LISNI vn K |
sono state eseguiti 3 lavaggi coWash Solutioné stata aggiunta I&onjugate solutiomontenente
fQFrYGAO2NLIR2 aSO2yRIENARZ2 YINDIFG2z O2y I LIBINRAAA
h in agitazione a 300 rpm.
Successivamente sono state eseguiti 3 lavaggiWwash Solutiore sono stati aggiunti 100 pl di
substrato per pozzetto. La piastra € stata posta in incubazione al buio per 25 minuti. Infine la
reazione € stata stoppata mediarS f QI 3 3 A dzysiop soliridne sh & eseguith la Rttura
RStfQlFraaz2Ndlyil I npn yY S pohp yYOd
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)y o1 1 AT AT 01T AE AA1T1O01 A 1T AOCATA

)y AAIPETTE AE 1 EDPI AOPEOAOT O1I11T OOAOE 1T OBAT 00
AOGOAGEAA A | BODAEN AECORDEFEAL B PAEAATRAQH
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Le piastre sono state mantenute in incubazione a 37°C per 72 h. Al termine del trattamento le
cellule, per ogni condizione, sono state risospese con 1 ml di Tfigolvitrogen) e mantenute a-
TPl # MMEOOAWENTBA AAT162.! O OAlI As
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4AARM 1AGANOAT UA AATT A Al PPEA IOEABROOKIOEA EUUVERDAOCEGREUBAGE
CATE EiI OOAEAADPET C8

Unigerlle Gene : . . Amplicone
accession ID GENE Left Primer Right Primer

no. (bb)
Hs.544577| 2597 |GAPDH*| ##4' | ## 4" ##' 4 4' #4" 41 ' ##!1 1] 233
Hs.520640| 60 r-Actin* (! " L ## 4" A1 #' #4| | ' Al #4 4" #' #4 % 140
Hs249184| 5460 OCH AGTTTGTGCCAGGGTTTT] ACTTCACCTTCCCTCCAA 113
Hs.635882| 79923 | NANOG CCTTCTGCGTCACACCA| AACTCTCCAACATCCTGAA 126
Hs.126256| 3553 IL-1y AGCCATGGCAGAAGTAC( CCTGGAAGGAGCACTTCA] 116
Hs.654458| 3569 IL-6 CAATGAGGAGACTTGCCT{ AGCTGCGCABTGAGATGA 275
Hs.193717] 3586 IL-10 GGCGCTGTCATCGATTTC] GCCACCCTGATGTCTCAG 108
Hs.241570, 7124 TNy CCCCAGGGACCTCTCTC] TCTCAGCTCCACGCCAT 145
Hs.437322| 7130 TSG6 TGGAAACCTCCAGCTGT(J TGGCTTTGTGGGAAGATAC 114
Hs.297413] 4318 | MMP-9 GCCACCCGAGTATEA GAACCAATCTCACCGACC 67

6 Al OOAUBREARA BABBIOEA AJOA E
00OEIi A AE DOi AAAAOA TACIE AOPAOEI AT OE AE AT Al |
OAT ORMOEE AEAT UA AE ACCBOEE AHEAARNKI TR BDAA) BERDEAE (
IREEEAEAT UA AAT T A OAAUETTA AE o#2 AAl IpPPb Al
I CTE AEAIT AE o0#28 0AO OAOEAZEAAOA NOAOHGEA AAINT A
Ai T AAT OOAUETTE AOAOAAT OE ABEI @ss. /! CTjET XAT TXPAT OOF
OACCEAOA ET AODPI EAAOT 8 )I O £OxAOA AE Al T OAT O
AE A$RAIOOBOIAIAT T A ACOAEOORAODAER AT ODIARADIODAEAR ORABAIL A
AEA OE EQCBEKEAEBRT 8A AAI T A OAAUEIT T A8 HABDRXOAI I

2AAl DEIRA
A ZKAIATO0OH2 A OAAUEIT T A AE AERDPTI 6 EEAAUVUEET ROARDE 4
AAT DPOT AT 6061 AE o#2 AA OACHR AARAKR] 1D ADDAAIAD T BAE A
Yyl OAci AT A AEA OEAT A NOAT OEZAZEAAOT 17 AAOT AAIT I
AOE OE ET OAOAAT ATT AITTRCIETI ABAT R AEA&I Bl OBEAT
OADPDI 06T Al 1 06i AQi pAE @EOAI AE OEABEI . AEDPOT AT O
A NOAT OEOU AE DPOI AT 661 Aipi E£ZEAAOT DPOE AOOAO,
OEiI ABVAT AT Al OAOIETA AAIT A MEAOA AE AOOAT OEI 1
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OAOI T AEATI AORAAQB#&8YW "EI

AT Al EOE AAE AAOE 1 OOAOA ADAEA @S O ABABYRED GERI G A
AEAOAOT CcAT A AE ET OAOAOOA 7 OOAOA AAI AT1 AOA O
AE ET OAOAOOA A EI OAITOA AAIl #4 AE O1 CATA EI
Al O AAOI AAI |l A# AEIEEADPARDOOA HAA ECIT# 40EDDAIN A
AATT A ATTAEUEIAT £ EiIIOOBEIAAPEAGEIDOBOEOORADI AOA
AODOAOOE Ai OOEOOOGEOAI AT OA TAITT A AAT1O1 A A AEA
, A OOAAEI EOU AAE CATE EI OOABDORADEHADAI AOOEOAKA]
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Le ASC al quinto passaggio sono state seminate a 9.000 cell${omMEM H al 10% FB8@po 24

ore a 37°C é stato effettuato un cambio terreno in presenzal/assenza di NGAL 320 ng/ml,
concentrazioneincuisi | OOAT OOA 1 6AEEAOOT 1 AOGOGEI T TAITA
seguito a trattamento con lipocalina.

Le colture sono state mantenute in incubazione per 72 h, al termine sono state analizzate in
AEOT £ 01 OEi AOOEA DPAO Odaziéh® Al @d&tamerdoEcon 18 fipdcalidal 1 OE ¢
investigando i clusteiICD34, CD45, CD73, CD90, CDBUbEiosciences

0AO 16AT Al EOE AEOQI A&l Ol ‘@eitihé cdgdoitranite CyFlohSiadeOE A/
(Sysmex-0 ! 2 4 %# q Aseguith doh iAdftate Elowdo.
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001 I EEAOAUETTA AAIT1 O1 AOA

Qu

, 6 AT Al E OEdelle ASGokivat® i fieddnza @i NGAL 320 ng/rsil effettuata utilizzando
186!1 Al AO"1 OA 1 OOAU )1 OEOOT cAi g 10AQ0O0I OAO
colorimetrico/fluorimetrico di tipo REDOX che vira in base alla variazione dello stato di riduzione

del terreno di crescita indtta dal metabolismo cellulare.

Le ASC tra il 88° passaggio sono state seminate a 9.000 cell&im piastreda 24well in DMEM

H al 10% di FBS. Dopéh si € provveduto ad un cambio terreno aggiungend terreno baseil
10%AlamarBluecon e senza aggiunta di NGAL a 320 ng/mltriplicato. Le piastre sono state
incubate al buio e si é effettuata una lettura della fluorescenzm EX 560 nm / EM 590 nm
utilizzandoil lettore di piastraVictor2Multilabel Counter(Victor Multilabel Plate Reader Perkin

Elmer, Boston, MA, USA)gni 24h ripetendo la procedura e sostituendo rhedium, fino alle 72h

di trattamento. | valori di fluorescenzaono stati normalzzati rispetto al bianco

6 Al OOAUET T A AATT A O1 OOEAEOU AE . ' !,
Per valutare la percentuale di cellule apoptotiche o necrotiche in seguito al trattamento delle
cellule mesenchimali/stromali con lipocalina, € stata eseguita la marcatura con Annessina V.
Queda € una proteina ubiquitaria, capace di legarsi alla membrana cellulare in manierd- Ca
AEDPAT AAT OAh AEA DOAOGAT OA O16A1 OA ALEZAET EOU DAC[
001 11T OOOCAOGIT ETOAOTT AATTA TAI BSODIHOPOE OIAX
16A0OPT OEUETTA AATTA 03 OOIT A T AT AOAT A AOOAOT A
AE OEI AOGAUETTA AATT A EZAOE DPOAAT AE AAI16ADPI POI
Per distinguere le cellule vive da quelle apoptotiche e metiche, é stata utilizzata una doppia
marcatura con propidio ioduro (PI), colorante in grado di legarsi agli acidi nucleici e che € in
COAAT h NOETAEh AE & OTEOA OIBSET & OI AUETTA O
Le cellule vive risultano negave sia ad annessina che al PI; le cellule in uno stadio iniziale di
APl BOT OE OEOOI OAT1T DI OEOEOA AT 1 8ATTAOGOET A A 1
Al 1T 6ATTAOCOET A A PT OEOEOGA Al 0) h | Alticandcellud AAT |
in apoptosi avanzata.
Per poter effettuare questa analisi, le ASC al quinto passaggio sono state semira& 000
cellcm?in DMEM H, 10% FBS. Dopo per 24 ore & stato effettuato un cambio terreno in presenza
0 assenza di NGAL 320 ng/ml.
Le colture sono state mantenute in incubazione a 37°C per 72 h e al termine del trattamento le

cellule delle due condizioni sono state tripsinizzate e centrifugate a 1200 rpm per 5 min.
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| pellet sono stati infine risospesi ibinding buffer 1Xa cui si € ggiunta annessina ¢ FITC e P,
seguendo il protocollo descritto dal fornitore (BD Biosciences). | campioni sono stati vortexati
delicatamente e incubati al buio per 20 minuti a temperatura ambiente prima di analizzarli al
citofluorimetro. Per ogni condiZzone sono stati acquisiti 1Oeventi tramite CytoFlex (Beckman

Coulter) e l'analisi € stata eseguita con il software CytExpert (Beck@oulter).

111 AOOEI AT DDORAE Al
, A POT OA AE EITOTTITAOI AUETTA @&IITOOOAAQRE AA
FT1TT7T7TOA1T AAGA EOT T AOGA AA OAT CHAA BRDOETAIOERD B &G /
OAi ET AOA OO0 AOA TETAA AE ! 3#8

A 1 3# 0111 OOAOGA ZOAI EI A BMOEAN A TBAEGMOOKTAE A A B6Y 8 P
( Al zZzPpbp &"3 A EEABAAOAR® Al k8 #h Al Xb

A AATTOT A TTT1TAOBERODA GOETAEARMANGAAT 11T h A EOT
Ai T AEAT EOE A EPAOEI T OTER OI 11T OOAOA OAI ET AOGA
ET DOAOGAT UA 1T AOCOAT 0&sAAE8 | 708 NOBOEBAUVETT A AAE
i OOAT OOA Ai1 ACCEOI OA AE o¢c7xi iAsA 0ODAGATATAIAATAG G
Al 1 AGOGEOGA AAT T A Al 1 OOOA AE AiI 1601111 AE 0" - #h
, A DATT OOOA O1 11T OOAOGAQET AOCAAOA A YQI # b

'l OAOIETA 17 OOAOT OEOCAIOPAOODAET EI IOIOAT ABAT ORD I
TA T171717170A1T AAGA 061 A TAT AAIT A PEAOOOA A OOA
A AATT OTA 1117171 06A1 AAGA AT EDAOOAQRERAT #l EBUADOA

AATT A DPOIT 1 EEAAOAUET T A ERAIDIORAIAMGAL T BEAA RO AA AR EEN
AEOT £ 61 OEi AOGOEAA PAO T A OAI OOAUET T A AAIT T A FEA
OACT iIPAOATOEA D OADARAAAOARIOKOOI 8

A 1 3# 0111 OOAGA AT Al EUUAGA EROCABPADEZEZIRAEAL
OOET BDOANT PARAT RT T q EA DAOROODA OOE T ATAAICAD ERABA Oic
o#2 AANIAVERTTE OEAICT OBROCAT &1 EBi pOi Bl ADOAEAAARAOA A
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0AO EI DPOT CAOOI AE OOOAET O1I11T OOAOE AOOOI 1 AO
i Ag BiPp8 . AT A POEIA OAAATT A OI11 ADAGRAGE E
AE . AEOT 11 CEAh S$EAIEOE A 40APEAT O AA1 o011 EAI
oi117 AT ATAAOGE E PAUEAT OE AOOOI 1 AGE EI OOAOOAI .

DOAOCAT OAOT DPAO Al T AT i ep&i 1 OA O1 OAI T OA AE 02
Yl cOOPPiI AE PAUEAT OE AEAI EUUGAOE TAAEADABEYWVIO,

wop 7 AE OAOGOT EAiI T ETEI Ah O1 601 i 001 A OOAOBOOA
I coObbPl AE PAUEAT BBUEDAAQEA 16aHE X0 APORAR OIA OF
ATT AlTTATT O1 OOAPEAT O AOGACOGEOI N EI PAUEAT OA
i EOAOEOOT Al1T A ,EOOA O@AbBRLI GAE AME IPAIXA AA AIEI8A

4AAAd TAAWEAT OE Ali AGE Al KIUIUIA OGO BRODIOT

N L Inizi iscrizione in Al r N. trapianti
COD. | Eta | Sesso Patologia di base 1210 scrizione t_tesa pe tapa_l_t
dialisi lista trapianto (gg) eseqguiti
Nefropatia HIfelata 01/08/2008  31/07/2015 180 1
Al 52 F
Uscita per trapianto
Malattia renale vascolare —, nq/5005 0371072006 3077 1
A2 53 F per ipertensione maligna
Uscita per trapianto
10/12/1995 179
A3 67 F
Uscita per siero scaduto
Malattia policistica
- <~ = 05/10/2013  27/04/2017 218 1
AS 58 M R2YAYIlIYyUS R
Uscita per trapianto
Pielonefrte cronica 22/11/2012 no / /
A6 83 F
Deceduta
Diabete melllt_o, uropatia 26/05/2014 no / /
A7 52 M ostruttiva
13/04/2015 no / /
A8 83 F
A9 81 F 21/04/2008 no / /
MEDIA Eta media 67%F trattamento emodialitico da
66,13 anni 33%M 6,3 anni
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AAARIQ] AAWEAT OE Ai T AEAI EUUAOE EPAOEI |
L .. L Attesa S
o Patologia di Inizio Iscrizione Trapianti
COD.| Eta | Sesso 9 o - per tx piant PRA max
base dialisi in lista eseguiti
(99)
Policistosi renale 12/01/11 15/05/2012 2037 2 (24/O§é2012)
01 69 F
Rivalutazione di idoneita per secondo trapianto. Paziente iperimmunizzata. Attiva per tutti i prog
trapianto compreso quello dei donatori HCV. Comorbidita immunologiche
Sindrome
emolitico- 01/03/95 01/05/1995 8261 2 (03/0120/3005)
02 51 M uremica
Si conferma la permanenza in lista per trapianto di rene con rischio aumentato per l'immunizz
legata al pregresso trapianto e per i reperti vascolari.
Comorbidita ipertensione, trattamento farmacologico, renale, immunologiche
Policistosrenale  01/10/08 21/03/2013 1141 2 (09/1%2010)
03 69 M
Uscito di lista per secondo trapianto
Pielonefrite
cronica e
nefropatia 110307 24/02/2000 3213 2 (29/10/2009)
associata a 100
04 53 M !
reflusso vescico
ureterale
Condizioni cliniche generali stéibSi conferma l'idoneita al programma di trapianto di rene sepp
rischio aumentato per secondo trapianto e lunga storia nefrologica.
Nefrite
interstziale 4107199 03/08/1999 6019 1 (22/02/2011)
05 62 M (non altrimenti 8
specificata)
Uscito diilsta per non idoneita clinica in data 25/01/2016
_ Nefrite 01/08/94 31/01/1995 8351 2 (10/02/2001)
interstiziale 100
06 55 = Rivalutazione di idoneita secondo trapianto di rene di paziente immunizzata, gia portatrice di tra,
renale da donatore cadere dal 1984 al 1994. Rientrata in lista trapianto nel Malattia di b
nefropatia interstiziale da farmaci. La paziente si presenta in condizioni cliniche soddisfaq
pertanto € confermata la sua permanenza in lista attiva e nel programma iperimmazignale e
regionale. Comorbidita vascolari, immunologiche
Glomerulosclerosi
cronica 17/06/05 28/06/2005 4550 1 (06/07/2011)
Vasculite 100
autoimmune
07 66 F Rivalutazione di idoneita a secondo trapianto di rene di paziente di 68 anni in diaR€§idfaper unal
nefropatia secondaria a vasculite pANCA positiva. Politrasfusa. Immunizzata. In anamnesi si
ipertensione arteriosa, problematiche di accesso vascolare. La paziente aveva gia dato il con
programmi trapianto disponibili. Sullbase dell'analisi degli accertamenti effettuati si confer
I'idoneita al trapianto con rischio aumentato.
Comorbidita autoimmuni, immunologiche
Sindrome
emolitico- 01/03/10 29/11/2011 2205 3 (08/02é2017)
uremica
08 45 M Rivalutazione di idoneita &@rzo trapianto di rene di paziente fortemente immunizzato, gia portat

di trapianto renale da donatore: il primo dal 2002 al 2005; il secondo dal 2006 al 2010. Reni tray
entrambi in sedeViene consegnata anche l'informativa del CNT in meriecaltegorie di rischio de
donatori. In base agli esami disponibili si conferma l'idoneita al trapianto di rene singolo con

immunologico e cardiovascolare aumenta@omorbidita immunologiche.
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GIomeruI_onefnte 01/07/13 18/12/2014 1090 5 (18/09/2017)
cronica 99

Paziente rientrato in Lista trapianto dopo un primo trapianto durato 25 anni. Nell'ultimo ann

09 70 M effettuato la nefrectomia del rene destro per neoplasia, TAC e PET, nonche il controllo oncolog
non ha dato controindicaziéml mantenimento in Lista. Anche le valutazioni cardiologiche e dog

sono soddisfacenti. Ho nuovamente spiegato i programmi trapianto ai quali puo aderire e per

ha formalizzato il suo consenso, compreso il NHBD. Al momento si ritiene idor@atemente

motivato al trapianto.

Nefrite tubulo
interstiziale ~ 15/12/11 25/10/2012 1699 1 (08’0%2013)
10 55 F (non pielonefrite)

Uscita di lista per primo trapianto

Eta In trattamento Iscrizione in ..
0,
MEDIA | media ggf,\j emodialitico da Lista da 3??3222;?)' > 1 trapianto eseguito
59,50 0 11,7 anni 10,5 anni ’
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Figura 11alutazione della proliferazione cellulare mediante saggio ELISA
| dati sono presentati come media + SD, analizzati con test ANOVA trarmsititware
GraphPad Prism
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Figural2 Valutazione del ciclo cellulare mediante analisi citofluorimetrica de
colture di PBMC dei tre gruppi in studio trattate con diverse concentrazioni di
lipocalina.l dati sono presentati come media £ SD, analizzati con tramite
software GraphPad Prism
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Figura 13Percentuale di linfociti T regolatori nelle colture di PBMC dei tre grup
studio trattate con diverse concentrazioni di lipocalihaati sono presentati come
media + SD, analizzati con tramiteoftware GraphPad Prism, *p<0,05
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Figura 14Percentuale di linfociti Treg HiZ& nelle colture di PBMC dei gruppi in stu
trattate con diverse concentrazioni di lipocalinalati sono presentati come media :
SD, analizzati con tramiteoftware GraphPad Prism, ***p<0,001
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Figura 15Concentrazioa di SHLAG rilasciato nei sovranatanti delle colture di PBM(
gruppi in studio trattate con diverse concentrazioni di lipocalindati sono presentati
come media + SD, analizzati con tramite softwat@raphPad Prism.
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) Oi 1 ABET @R11 01 A |1 AOGAT AEEi ATE AA OAOOOOI 1/
Utilizzando camponi di lipoaspirati, ottenuti con metodonanofat, tramite digestione enzimatica
e stato possibile isolare e successivamente ottenere colture di cellule mesenchimali stabilizzate
in vitro.
Le cellule isolate presentano una morfologia di tipo fibroblastoigéipica delle cellule staminali

mesenchimali, come dimostrato in Fijg mantenuta per diversi passaggi.
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