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LETTURA

Le basi scientifiche del trapianto di
cellule staminali emopoietiche

Introduzione

L’uso delle cellule staminali
emopoietiche midollari e del san-
gue periferico nel trattamento
delle malattie ematologiche, ha
una storia lunga e affascinante ini-
ziata con una serie di importanti
osservazioni, anche casuali, a par-
tire dagli anni 20. Acquisizioni
che oggi sembrano scontate e
facili sono state il frutto di anni di
lavoro, insuccessi e successi, di
molti ricercatori.

Il successo clinico del trapianto
di cellule staminali emopoietiche
allogenico ¢ dipeso soprattutto dal
lavoro di Robert Good, Donnall
Thomas e George Santos e dei
loro collaboratori ed ha trovato il
suo momento piu florido tra la
fine degli anni 60 e i primi degli
anni *70 e la consacrazione con il
premio Nobel conferito a Donnall
Thomas nel 1990 insieme a
Joseph Murray (il primo ad ese-
guire un trapianto di rene tra
gemelli) for their discoveries con-
cerning organ and cell transplan-
tation in the treatment of human
disease. In Italia i pionieri del tra-
pianto sono stati Alberto Marmont
a Genova, Glauco Torlontano a
Pescara e Guido Lucarelli a
Pesaro.

Le prime esperienze

Nel 1922 il ricercatore Danese
Fabricious-Moeller, notd nei sui

studi su modelli animali, che nelle
cavie la schermatura delle zampe
durante 1’esposizione all’irradia-
zione corporea totale (TBI) preve-
niva la piastrinopenia e la diatesi
emorragica post irradiazione.

Questa importante osservazione
¢ rimasta isolata per oltre 20 anni
quando nel 1949 Jacobson e i col-
leghi la ripresero in considerazio-
ne. Le cavie esposte ad un dosag-
gio di radiazioni tali da causare
una aplasia midollare, ma alle
quali veniva schermata la milza
(organo emopoietico nel topo),
non andavano incontro a morte.
Gli stessi ricercatori dimostrarono
anche come la prevenzione degli
effetti letali della TBI potesse
essere effettuata tramite I’infusio-
ne intraperitoneale di cellule sple-
niche. Nello stesso anno, Lorenz
ed 1 collaboratori, dimostrarono
che I’infusione di midollo osseo
singenico nei topi e nelle cavie li
proteggeva da dosi letali di irra-
diazione.'

Inizialmente si pensava che la
protezione dalle radiazioni potes-
se essere data da un fattore umo-
rale, solo successivi studi di isto-
chimica dimostrarono che in real-
ta 'effetto era da attribuire alla
colonizzazione del ricevente da
parte di cellule staminali emopo-
ietiche allogeniche. Queste prove
sperimentali sono la prima evi-
denza dell’esistenza di una cellula
emopoietica multipotente  in
grado di rigenerare tutte le serie
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cellulari midollari ed ematiche e sono la vera
base scientifica del trapianto di cellule stami-
nali emopoietiche.

Successivamente Ford conio il termine “chi-
mera” per indicare un animale il cui sistema
ematopoietico era il risultato di una TBI segui-
ta da trapianto di cellule staminali allogeniche’
identificando con questo termine un soggetto
al cui interno vivessero contemporaneamente
cellule di origine genetica diversa. In seguito il
trapianto di cellule staminali emopoietiche con
risultati chimerici fu effettuato su topi, conigli,
maiali, cani, scimmie ed infine umani.

Inizialmente si pensava che il numero di cel-
lule staminali allogeniche richieste per una
ricostituzione emopoietica ottimale fosse 10-
80 volte quelle richieste per il trapianto singe-
nico.’ In seguito fu dimostrato che questo era
vero per i regimi di condizionamento a base di
TBI ma non per quelli con altre forme di regi-
mi ablativi immunosoppressivi.* Cid ha porta-
to alla conclusione che la TBI non fosse, da
sola, sufficientemente immunosoppressiva da
permettere I’attecchimento.

Graft versus host disease

Barnes & Loutit nel 1957 furono i primi a
riportare una differente sopravvivenza in ani-
mali sottoposti a trapianto di cellule staminali
singeniche o allogeniche.’

Cohen, Vos e Van Bekkum notarono nello
stesso anno che diarrea severa, calo ponderale
e lesioni della cute comparivano come malattia
secondaria nei topi sottoposti a trapianto di
cellule spleniche allogeniche.

Successivamente divenne chiaro che respon-
sabili di tale fenomeno erano i linfociti, i quali
avevano come bersaglio principale il sistema
linfatico, il fegato, la cute e I'intestino.

Nella meta degli anni 60 attraverso modelli
animali e umani, Billingham arrivo a definire
le caratteristiche della cosiddetta malattia del
trapianto verso 1’ ospite:

1) le cellule del donatore devono essere immu-
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nologicamente competenti;

2) l'ospite deve contenere importanti antigeni
non presenti nel donatore che lo fanno
apparire come estraneo;

3) 'ospite ¢ incapace di organizzare una rea-
zione immunologica contro il trapianto.

La fisiopatologia della GvHD divenne piu
chiara quando Mathe e i colleghi nei primi
anni 60 ottennero il primo attecchimento di
midollo osseo umano.” Il gruppo di Seattle
defini la prima classificazione clinica della
GvHD riguardante i vari organi colpiti.®’
Successivamente la GvHD venne finalmente
definita come conseguenza del sinergismo tra
il danno immunologico dovuto all’incompati-
bilita antigenica del complesso maggiore di
istocompatibilita (HLA) e il danno tessutale

causato dall’irradiazione o da infezioni virali."

Modello animale dell’effetto del trapianto contro
la malattia (graft versus leukemia = GVL)

Negli anni successivi furono fatti diversi
studi su topi sottoposti a trapianto di cellule
staminali emopoietiche allogeniche. Molti di
questi animali morivano di GvHD ma qualcu-
no sopravviveva liberi da emopatia maligna
grazie all’effetto immunologico anti-tumore. I1
numero degli animali che sopravviveva
aumentava se veniva introdotta terapia immu-
nosoppressiva. L’effetto anti-tumore si verifi-
cava nelle patologie ematologiche. Nessun
effetto si dimostrod invece in modelli murini di
fibrosarcoma e adenocarcinoma. Chiaramente
in questi primi esperimenti si iniziava a evi-
denziare, ancora in modo embrionale, il ruolo
dell’espressione degli antigeni del trapianto
e/o la reattivita dei linfociti T e NK.

Fisiopatologia dell’aplasia midollare severa in
modelli animale

Molti dei pitt importanti principi delle malat-
tie genetiche o acquisite midollari, sono stati
formulati nella meta degli anni 60. In quegli
anni gli studi su modelli murini condotti da
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Russel e McCulloch dimostrarono che alla
base di tali patologie esiste un difetto della cel-
lula staminale emopoietica o del microambien-
te midollare.

Krantz e Kao'" suggerirono nel 1967 che
molti casi di anemia aplastica potessero avere
una base autoimmunitaria. Dimostrarono infat-
ti che l'utilizzo di agenti immunosopressori
permetteva I’aumento dell’eritropoiesi.

Istocompatibilita

Negli anni 30 Gorer studio la sierologia del
sistema antigenico del topo. Questi alloantigeni
erano coinvolti nelle reazioni tessutali e identi-
ficavano un sistema genetico maggiore di isto-
compatibilita (chiamato H2). Questa scoperta ¢
stata una pietra angolare in trapiantologia cam-
biando radicalmente 1’approccio sperimentale e
clinico con influenze ancora evidentissime.

Dal 1968 furono identificati i loci dell’ HLA-
A, HLA-B e nel 1971 del locus C infine nel
1980 il separato locus D. Questo sistema di
antigeni geneticamente legati, definisce il com-
plesso maggiore di istocompatibilita (MHC).

Capellini e van Rood nel 1974 ** introdussero
il termine di aplotipi per indicare il prodotto
MCH in forma aploide. Questa scoperta fu fon-
damentale per intraprendere il percorso della
scelta del donatore fino ad allora impossibile.

| primi studi clinici trapiantologici

Nel 1957 Thomas inizio a descrivere i primi
trapianti di cellule staminali emopoietiche
midollari nell’uomo."” I 50 anni di questa prima
pubblicazione sono stati recentemente ricordati
da una pubblicazione di Fred Appelbaum."

Nel 1959 Mathe trattd 6 vittime di un inci-
dente radioattivo nella repubblica di
Jugoslavia. Questi pazienti produssero cellule
ematiche per circa 1 mese. Lo stesso gruppo nel
1963, riportd il primo caso di attecchimento
completo con sopravvivenza di circa 1 anno
(paziente affetto da leucemia). Il paziente svi-
luppo GvHD acuta e cronica e mori libero da

malattia 20 mesi dopo il trapianto a causa di
una encefalite da virus Zoster).”

Nel 1968 Mathe descrisse i suoi primi 21 tra-
pianti. Quindici pazienti attecchirono e di que-
sti 8 morirono di GvHD severa ma liberi da
malattia. Il pit lungo sopravvivente fu appunto
quello sopra citato che visse circa 20 mesi.

Il decennio che va dagli anni 50 agli anni 60
fu ricco di successi ma anche di frustrazioni
perché i pazienti affetti da leucemia morivano
prima di arrivare al trapianto o i pochi che otte-
nevano I’attecchimento midollare morivano di
GvVHD, infezioni virali o fungine.” Tutti questi
studi si erano sviluppati in era pre-HLA. Solo
successivamente si capi il ruolo fondamentale
che ricopriva la tipizzazione tessutale nel tra-
pianto.

Malattie genetiche

In seguito all’identificazione del ruolo del
MCH per la scelta del donatore familiare si
ottennero i primi successi clinici. I primi can-
didati furono logicamente pazienti pediatrici
affetti da malattie ematologiche genetiche
definite immunodeficienze, i quali avevano un
minimo rischio di sviluppare GvHD o di riget-
tare il trapianto.

Nel 1968 due bambini furono sottoposti con
successo a trapianto di cellule staminali emo-
poietiche da donatore familiare identico: il
primo affetto da una immunodeficienza legata
al cromosoma X, e il secondo affetto dalla
sindrome di Wiskott-Aldrich.” Da questi due
trapianti si sono appresi concetti fondamentali:
1) un corretto attecchimento midollare correg-

ge la malattia di base;

2) la GVHD non si presenta in modo severo se
il donatore familiare ¢ HLA identico e sia il
donatore che il ricevente sono giovani.

Nei successivi anni diversi tipi di malattie
genetiche hanno trovato nel trapianto una indi-
cazione terapeutica (patologie midollari con-
genite, malattie metaboliche come la mucopo-
lisaccaridosi).
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Anemia aplasia

Per un insieme di ovvie ragioni I’aplasia
midollare rappresenta, insieme alle immuno-
deficienze, la patologia pill ovvia da sottopor-
re a trapianto di cellule staminali emopoieti-
che. Nel 1972 Thomas e i collaboratori riporta-
rono il primo successo di trapianto allogeniche
da donatore familiare HLA identico in pazien-
te affetto da anemia aplastica. Il gruppo di
Seattle successivamente descrisse altri 37 casi
simili."

La maggior parte dei pazienti furono sotto-
posti a regime di condizionamento a base di
ciclofosfamide. Il gruppo di Minnesota intro-
dusse in seguito la irradiazione totale linfono-
dale (Total Lymphoid Irradiation = TLI) piu
ciclofosfamide in questo tipo di patologia.

Nel 1976 Camitta® e i collaboratori riporta-
rono il primo trial randomizzato prospettico
internazionale che valutava la migliore effica-
cia del trapianto di cellule staminali midollari
rispetto alla terapia convenzionale. A conclu-
sione dello studio la sopravvivenza fu signifi-
cativamente maggiore per i pazienti trapianta-
ti. Questo ¢ il primo studio prospettico rando-
mizzato eseguito con metodologie di epide-
miologia clinica moderne in campo trapianto-
logico e in questo senso rappresenta una pietra
angolare come gli studi biologici.

Trapianto nelle leucemie

Inizialmente come regime di condizionamen-
to pre-trapianto nelle leucemie acute venne
usata la TBI a basse dosi. Successivamente il
gruppo della Johns Hopkins University intro-
dusse la ciclofosfamide come singolo agente.
Entrambe le metodiche furono poi abbandona-
te per I’alto numero di recidive.

Il gruppo di Seattle inizio ad utilizzare I’asso-
ciazione ciclofosfamide 60 mg/kg per 2 giorni
+ TBI 1000 cGy in singola dose il terzo gior-
nO‘Z()

Gli anni 70 e 80 furono caratterizzati dai
diversi studi per utilizzare la TBI con radiazio-
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ni frazionate e non in singola dose in modo da
creare un danno tessutale minore.

Nel 1983 il gruppo di Baltimora sviluppo lo
schema di condizionamento a base di busulfa-
no e ciclofosfamide per i trapianti nelle leuce-
mie acute* che rimane il pit famoso regime di
condizionamento utilizzato in alternativa alla
TBI nelle leucemie acute (il famoso Bu-Cy poi
divenuto Bu-Cy2 con la riduzione della dose di
ciclofosfamide da 200 mg/kg a 120 mg/kg).
Questo regime venne utilizzato anche in Italia
subito dopo.”

Successivamente, in seguito al lavoro pubbli-
cato da Thomas nel 1983* si comprese 1’impor-
tanza del timing trapiantologico. Ovvero il tra-
pianto di cellule staminali emopoietiche per la
prima volta non era pill una terapia da “ultima
spiaggia” ma un trattamento elettivo con un
preciso timing nel percorso terapeutico del
paziente. Si dimostrava che il paziente leucemi-
co andava trapiantato nelle prime fasi di malat-
tia, in prima remissione e buone condizioni cli-
niche. Il trapianto da solo non bastava, non era
la panacea delle leucemie, ma era un preciso
punto del percorso terapeutico ematologico.

Linfomi non Hodgkin e mieloma multiplo

I successi ottenuti nei trapianti delle leuce-
mie acute spinsero i ricercatori a sperimentare
la metodica anche nei linfomi ad alto rischio. I
primo trapianto in questa patologia fu effettua-
1975 dal gruppo di Minnesota.
Successivamente vedremo spostarsi 1’attenzio-
ne per questo tipo di patologia verso le terapie
intensive con supporto di cellule staminali
emopoietiche (trapianto di cellule staminali
emopoietiche autologhe).

to nel

Talassemia major

Particolare sviluppo in Italia al trapianto per
malattie genetiche particolarmente per la
Talassemia Major. Dopo il primo iniziale tra-
pianto eseguito a Seattle su un bambino italia-
no di 2 anni,* non trasfuso perché figlio di
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testimoni d Geova migliaia di trapianti sono
stati eseguito di cui la grande maggioranza in
Italia. Pionieri in questo campo sono stati i
gruppi di Pesaro®*’ e di Pescara.” L’esperienza
italiana ha dimostrato che con il trapianto di
cellule staminali emopoietiche ¢ possibile otte-
nere una correzione permanente della anemia
in soggetti talassemici con un follow up che
ormai supera i 20 anni.

Sorgenti alternative di cellule staminali emopoieti-
che allogeniche

Solo il 30% circa dei pazienti candidati al tra-
pianto di cellule staminali emopoietiche alloge-
niche possiede un donatore familiare HLA
identico o mismatch per un antigene. Gli studi
retrospettivi mostrarono che maggiore era I’in-
compatibilita antigenica minori erano i risultati
ottenuti in termini di attecchimento e sopravvi-
venza.

Hobbs e i collaboratori nel 1981 furono i
primi ad eseguire un trapianto da donatore non
familiare HLA identico” e a praticare un tra-
pianto aploidentico (da padre a figlio).”

Per lungo tempo sorgenti di cellule staminali
emopoietiche alternative a quelle midollari
sono state conosciute ma non utilizzate. Le cel-
lule staminali emopoietiche del sangue periferi-
che sono state utilizzate solo da quando sono
divenuti disponibili gli studi sulla mobilizza-
zione e la raccolta delle cellule staminali peri-
feriche. Solo negli anni 80 si ¢ potuto dimostra-
re la validita dell’attecchimento midollare da
parte delle staminali periferiche.*

Questo tipo di cellule ha dimostrato in segui-
to di avere dei tempi di attecchimento e ricosti-
tuzione midollare inferiori a quelli delle cellule
staminali emopoietiche midollari diminuendo i
periodi di esposizione alle infezioni ma aumen-
tando il rischio di GvHD cronica.*

Alla fine degli anni 80 fu proposta come sor-
gente di cellule staminali emopoietiche il san-
gue cordonale.” Questo sviluppo ¢ stato prece-
duto da studi sperimentali anche clinici sull’uti-

lizzo di cellule di fegato fetale, anche umano,
come fonte di cellule staminali emopoietiche.*
Le potenzialita del cordone ombelicale come
sorgente alternativa risultano essere la perma-
nenza e disponibilita nelle banche per lunghi
periodi e I'immaturita dei linfociti introdotti
durante il trapianto con le cellule staminali a
cui consegue un ridotto rischio di sviluppare
GvHD.

Il primo successo con questa metodica fu
descritta a Parigi in un paziente affetto da
Anemie di Fanconi.” Successivamente questa
metodica si ¢ estesa ad altre patologie.**’

Un ulteriore vantaggio delle cellule staminali
del sangue cordonale dipende dal fatto che rice-
venti e donatori possono avere delle maggiori
incompatibilita antigeniche per le potenzialita
minori di sviluppare GvHD. La quantita di tra-
pianti da cellule staminali cordonali oggigiorno
¢ minore rispetto alle altre fonti, ma in aumen-
to. E ovviamente una metodica diffusa mag-
giormente nella popolazione pediatrica.

Conclusioni

Sin dagli anni 20 la storia dei trapianti di cel-
lule staminali emopoietiche ha seguito un
incredibile percorso scientifico e clinico i cui
risultati sono sotto gli occhi di tutti con decine
di migliaia di trapianti eseguiti ogni anno.

Recentemente si sono verificati nuovi svi-
luppi che hanno le basi nella storia sopra
descritta come la immunoterapia adottiva, la
terapia cellulare, i regimi a ridotta intensita.
Ulteriori studi riguardano la sorgente di cellu-
le staminali, la compatibilita HLA donatore —
ricevente e tecniche per diminuire la mortalita
e morbilita trapiantologica. Infine la terapia
genica, sia nelle patologie neoplastiche che
genetiche, in tutte le sue sfaccettature rappre-
senta una ulteriore, potenziale, evoluzione
delle tecniche di trapianto.

Infine deve essere ricordato che il trapianto
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di cellule staminali emopoietiche ¢ una tipolo-
gia terapeutica altamente tecnologica, finora
riservata ai paesi industrializzati. Negli ultimi
anni si ¢ assistito all’inizio della diffusione di
centri trapianto anche in altre regioni del
mondo. L’estensione della possibilita trapian-
tologia anche al di fuori dei paesi industrializ-
zati deve essere ovviamente una delle priorita
dei ricercatori clinici nei prossimi anni.
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