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Cellule staminali: definizione

 Self-renewal
* Differentiation
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Le cellule staminali sono cellule primitive, ossia non specializzate, capaci
di andare incontro ad un numero illimitato di divisioni cellulari,
dotate della singolare capacita di trasformarsi,

a partire dall'embrione e per tutta la durata della vita di ogni individuo,
nhei circa 200 diversi tipi cellulari che formano I'organismo.

Si tratta quindi di cellule il cui destino non e stato ancora deciso.




Quanti tipi di cellule staminali esnstono’

[ tre foglietti germinativi e derivati specializzati
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Cellule staminali
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Quali sono le caratteristiche fondamentali
di una cellula staminale?

Sono cellule capaci di auto-rinnovarsi e di replicarsi
indefinitamente.

Hanno il potenziale di riparare un tessuto danneggiato.

Essendo la fonte primaria da cui origina la vita, studiarle
permettera di ottenere preziose informazioni sugli
eventi che si verificano durante lo sviluppo umano.

Comprendere come le cellule staminali si comportano in
un organismo sano o malato potrebbe aiutare ad
individuare la cura per numerose malattie.



La cellula staminale ideale per la
terapia cellulare

- Capacita di specializzarsi in uno o piu tipi
cellulari

- Facilmente accessibile

- Non immunogenica

- Ampiamente rinnovabile

- Dimostrabilmente sicura

- Non tumorigenica
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Le cellule staminali pluripotenti

Due metodi principali per la generazione di cellule con proprieta
pluripotenti:

1. Embryonic Stem Cells

2. Induced Pluripotent Stem Cells (iPS)
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Tiﬁ\eline of Stem Cell Research

1981 - Mouse embryonic stem cells are derived from the inner cell mass
by scientists Martin Evans (Nobel 2007), Matthew Kaufman, and Gail R.
Martin. Gail Martin is attributed for coining the term "Embryonic Stem
CL”".

1996 - Cloning of Dolly the sheep by somatic cell nuclear transfer

1997 - Leukemia is shown to originate from a haematopoietic stem cell, the
first direct evidence for cancer stem cells,

1998 - James Thomson and coworkers derive the first human embryonic
stem cell line.

2000s - Several reports of adult stem cell plasticity

2004-2005 - Korean researcher Hwang Woo-Suk human

August 2006 - Mouse Induced pluripotent stem cells: the journal
Cellpublishes Takahashi and Yamanaka's work.



Cellule staminali pluripotenti
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FIG. 1. Articles on pluripotent stem cells published from 2000-2014. (Data from Pubmed www.nchi.nlm.nih.gov/
pubmed: accessed 10/12/2013.)



Cellule staminali embrionali (ES cells)

blastocyst
(4-5 day embryo) cells inside
= ‘inner cell mass’ fluid with nutrients
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culture in the lab

embryonic stem cells taken from to grow more cells

the inner cell mass

outer layer of cells
= ‘trophectoderm’



Cellule staminali embrionali (ES cells)

differentiation
embryonic stem cells

PLURIPOTENT

all possible types of specialized cells



Numero di linee di hESC per paese depositate in
European Human Embryonic Stem Cell Registry
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« 25 countries are investing in the development @GHnes
* There are a total of 695 validated hESC humanlicel$ (data from European Human Embryonic Stem
Cell Registrywww.hescreg.eu/), of which 213 are in the United States and 11&United Kingdom.



Cellule staminali embrionali: limiti

Problemi etici, biologici e di sicurezza

* Problemi etici. In alcuni Paesi, tra i quali I'Ttalia, 'embrione umano
e considerato un individuo dal momento del concepimento.

* Possibilita di rigetto.

* Alto potenziale di formazione di fumori.

Neurosurg Focus 24 (3&4):E3, 2008

Generation of embryonic stem cells: limitations of and
alternatives to inner cell mass harvest

SuniT Das, M.D., Pu.D.,'2 MICHAEL BoNAcuipi, PH.D..2 KENJI MUro, M.D.,!
AND JoHN A. KESSLER, ML.D.2

Departments of 'Neuwrosurgery and *Neurology, Feinberg School of Medicine, Northwestern
University, Chicago, llinois




Riprogrammazione

Il differenziamento non € un processo irreversibile

Stem cell anfer'en‘rla‘red cell
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Reprogramming



II Cellule staminali pluripotenti indotte

(iPS cells)

Riprogrammazione di cellule somatiche adulte che genera
cellule staminali pluripotenti indotte chiamate
Induced Pluripotent Stem (iPS) Cells”

At the Molecular Level

—
Pluripotency genes on Pluripotency genes of f

Differentiation genes of f Differentiation genes on



Induction of Pluripotent Stem Cells =
— from Mouse Embryonic and Adult
== Fibroblast Cultures by Defined Factors

0 1<azLtoshi Takahashi' and Shinya Yamanaka &

) Cell 7268, 663676, August 25, 2006

MEF iPS-MEF4-7
Al Nobel.a Shinya Yamanaka. 55,1 N j
~scienzialo dalla parte della vilg’s”

Nobel per la Medicina 2012

Induction of Pluripotent Stem Cells EZIE
from Adult Human Fibroblasts
' by Defined Factors

Kazutoshi Takahashi,’ Koji Tanabe," Mari Ohnuki,” Megumi Marita,"? Tomoko lchisaka,2 Kiichiro Tomoda,®

Dr. Shinya Yamanaka, PhD and Shinya Yamanakat =247

24 candidate genes expressed In embryonic stem cells:

B-catenin ERas

Dnmt3I Rex1(Zfp42)
Stat3 Ecat8 Utf1
Grb2 Gdf3 Telt
Ecat1 Sox15 Dppa3(Stella)
Dppa5(Esg1) Dppad
Fbxo15 Dppa2 Sall4

Nanog Fthi17
O YT AN
4 genes are sufficient .
to produce iPS cells : H uman.l PSCS

OCT4/ KLF4 /CMYC / SOX2




Colony number

Reprogramming Factors — Magic Four
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Pluripotent iPS Cells

Induction of pluripotent stem cells from mouse embryonic and adult fibroblast cultures by defined factors. Takahashi and Yamanaka.

Cell. 126, 663-676, 2006.



Come si fa a “ringiovanire” una cellula adulta?

Porre le cellule in condizioni
che favoriscono la crescita
delle cellule staminali embrionali

Aggiungere i virus

contenenti i gem
“staminali” ’

@ Isolare e coltivare Le cellule che hanno inglobato @
le cellule adulte i geni veicolati dai virus crescono

(es. fibroblasti) formando colonie di cellule iPS




iPS cells vs ES cells

PICANCO-CASTRO ET AL.

Source of pluripotent stem cell Pluripotency
characterization

=

= Morphology
« Marker expression
= EB formation

= Teratoma assay
Introductian of
Reprogramming

factors = Gene expression

+» DNA methylation
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Non e necessario un embrione umano!

No rigetto!




iPS cells from extra-embryonic tissues

Human Dey

Single<ell 57 day 4oweck 6-week
Embeyo Imll'\ Embryo Embnyo Embryo
CED _q.{,_ (55)
= (EG) cells
(primoedial germ cells)
Pluripotent ord Blood Stem cells

Placeatal Stem cells
Pluripotent or M ultipstent

Teratocarcinoma
(germ cell tumor)

Pipino et al. ]
British Med Bulletin 2012
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De Coppi et al. Nature 2007




iPS cells from amniotic fluid cells

CELLULAR REPROGRAMMING o :
Volume 16, Number 5, 2014 Oﬂ'glﬂa’ Article
@ Mary Ann Liebert, Inc.

DO 10.1089/cell 2013.0091

Trisomy 21 Mid-Trimester Amniotic Fluid
Induced Pluripotent Stem Cells Maintain
Genetic Signatures During Reprogramming:
Implications for Disease Modeling and Cryobanking

Caterina Pipino;#® Sayandip Mukherjee *'° Anna L David.* Michael P. Blundell? Steven W. Shaw!
Peggy Sung.? Panicos Shangaris,"* Jonathan J. Waters® Drew Ellershaw® Marina Cavazzana®
Gustavo Mostoslavsky,” Assunta Pandolfi? Agostino Pierro! Pascale V. Guillot?

Adrian J. Thrasher?® and Paclo De Coppi'




Cellule staminali pluripotenti indotte: morfologia

A AFS AFiPS day 5 AFiPS day 7 AFiPS day 10

Euploid

Trisomy 21

Pipino et al, Cellular Reprogramming 2014



iPS: caratterizzazione /n vitro

a) Espressione di specifici markers di pluripotenza

TRA-1-60 NANOG SSEA-4 OCT-4

Pipino et al, Cellular Reprogramming 2014



iPS: caratterizzazione /n vitro

b) Formazione di Corpi Embrioidi in colture in sospensione

o-Actin

-Tubulin

-
g T
J

Pipino et al, Cellular Reprogramming 2014

a-Fetoprotein




iPS: caratterizzazione /n vitro

c) Utilizzo di fattori di crescita specifici per differenziare le
iPS in cellule specializzate.

Pipino et al, Cellular Reprogramming 2014

Donovan and Gearhart, 2001



iIPS: caratterizzazione /n vivo

a) Formazione di teratoma quando iniettate in topi immunocompromessi
(metodo ampiamente utilizzato per dimostare la pluripotenza delle iPS).

a) Quando iniettate in blastocisti di topo, le cellule iPS si integrano,

proliferano e differenziano in tutte le linee germinali comprese le
cellule germinali.

Euploid AFiPS

- INeuraI tube ‘ Gut epathehum

Euploid AFiPS

Pipino et al, Cellular Reprogramming 2014
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iPS

Banca di cellule

<

Sdidv g L

w = W = W = Ww -

KLF-4

OCT-4
SOX-2
C-MYC
GAPDH

Trisomy 21 AFiPS

dv 100 #V3ISS |I8-l-Vdl 6¥-2-vdl

%

A

<

P

m =
[=]
o
<L
Q

Pipino et al, Cellular Reprogramming 2014



Patient specific iPS cells

Models nF disease
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Ability to create immunologically matched
iPSCs for each individual patient Mature Reviews | Immunalogy




iPS per simulare malattie umane

Healthy
donor

Human
somatic
cells

Daonor
with
disease

isolation
Culture

Healthy
cells

REPROGRAMMING

Viral transfection

* Oct4, Sox2, c-Myc, Kif4, Nanog, Lin28
genes

Non-viral methods

+ Epstein-Barr virus vector (oriP/EBNA1)

« Plasmid vectors

* PiggyBac transposons

* Reprogramming proteins (piPSCs)

« Signal transduction inhibitors and chemical
promoters

Cell

specific
cells

==
Ca

iPSCs
Selection
Propagation
Disease
specific
iPSCs
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CELL THERAPY

HUMAN PATHOLOGY
MODELLING

DRUG DISCOVERY

LirasAet al. 2013




iPS-screening per valutare efficacia
e tossicita di farmaci

>
r 4 \
S lDifferentiated cells q

/ . Large scale (HTS)
wn f Disease phenotype Primary drug screening
s inadish Disease target known
Moderate scale (HCS)
—l'- Target Identification
/ Disease target unknown
|, | Small scale
Personalized drugs
g Disease target known
Drugs

Patient

Human iPS cell-derived cardiomyocytes are already commercially available for research and drug screening
(for example, Cellular Dynamics, GE Healthcare, Lonza)



PS- terapia genica_
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iPS cells - terapia cellulare

Therapeutic cells New models of human disease
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Patient
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Fuse with egg from Treat with
which chromosomes reprogramming
factors

l Grow cellsftissues

Heart muscle

{

l Neurons

Aldhous, 2001

Obiettivi della riprogrammazione:

Modelli di malattie umane
Cellule isogeniche per la terapia cellulare

l

Possibile teratoma



Cellule staminali pluripotenti indotte (iPS cells)

genetic reprogramming

pluripotent stem cell
(iPS)

cell from the body (skin)

IMPORTANTE: Cellule iPS completamente differenziate



iPS: Applicazione clinica

Malattie dove danno tissutale o malfunzionamenti risultano gravi e irreversibili:

» malattie cardiovascolari
» digbete di tipo-1

* lesioni del midollo spinale
e Parkinson

e efc

Un certo numero di ostacoli attualmente impedisce
I'applicazione di terapie a base di iPS

» Uso di vettori virali per |'induzione (integrazione

casuale di vettori retrovirali nel genoma)
* Bassa efficienza della riprogrammazione
* Pericolo di formazione di tumori in vivo

* Persistenza di cellule pluripotenti nella
popolazione differenziata da trapiantare

REVIEWS

18, ACTA NATURAE, VOL. 2 N 2 (5) 2001
Induced Pluripotent Stem Cells:

Problems and Advantages when
Applying them in Regenerative Medicine

S. P. Medvedev', A. . Shevchenka', S. M. Zakian"**

(necessari protocolli di differenziamento efficienti)
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Adult-onset Vitelliform Macular Dystrophy 1 study

Alzheimer Disease 1 study

Alzheimer Disease Familial 1 study
Amyotrophic Lateral Sclerosis 3 studies
Anemia 1 study

Anemia, Hemolytic 1 study

Anemia, Hemolytic, Congenital 1 study
Anemia, Sickle Cell 1 study

Arterial Occlusive Diseases 2 studies
Arteriosclerosis 1 study

Ataxia 2 studies

Ataxia Telangiectasia 2 studies
Atherosclerosis 1 study

Atrophy 1 study

Autistic Disorder 1 study

Autonomic Nervous System Diseases 1 study

Behavior, Addictive 1 study

Best Vitelliform Macular Dystrophy 2 studies

Bourneville Syndrome 1 study

www_clinicaltrials.gov

Brain Diseases 2 studies

Bronchial Neoplasms 1 study

CADASIL 1 study

Carcinoma 1 study

Carcinoma, Bronchogenic 1 study
Carcinoma, Non-Small-Cell Lung 1 study
Carcinoma, Small Cell 1 study

Cardiovascular Diseases 9 studies

Central Nervous System Diseases 5 studies

Cerebellar Ataxia 1 study

Cerebellar Diseases 1 study

Cerebral Arterial Diseases 1 study
Cerebral Small Vessel Diseases 1 study

Cerebrovascular Disorders 1 study

Common Variable Immunodeficiency 1 study

Cone-rod Dystrophy 1 study
Cone-rod Dystrophy 2 1 study
Congenital Abnormalities 2 studies
Coronary Artery Disease 2 studies

Coronary Disease 2 studies



Metabolic Diseases 5 studies

Motor Meuron Disease 2 studies

Mouth Diseases 1 study

Muscular Atrophy 1 study

Muscular Atrophy, Spinal 1 study

Myocardial Ischemia 2 studies

MNeoplasms by Histologic Type 3 studies
Neoplasms by Site 2 studies

Neoplasms, Germ Cell and Embryonal 1 study
Neoplasms, Glandular and Epithelial 2 studies
Neoplasms, Nerve Tissue 1 study

Neoplasms, Neuroepithelial 1 study
Neoplastic Syndromes, Hereditary 1 study
MNervous System Diseases 7 studies

Mervous System Malformations 1 study
Neuralgia 1 study

Neurodegenerative Diseases 4 studies
Neurcectodermal Tumors 1 study
Neuroepithelioma 1 study

Meurologic Manifestations 1 study

www clinicaltrials.gov

Pain 1 study
Parkinson Disease 1 study

Paroxysmal Ventricular Fibrillation 1 study
Pathologic Processes 1 study

Pigmentary Retinopathy 1 study

Primary Dysautonomias 1 study

Pulmonary Disease, Chronic Obstructive 1 study
Pulmonary Emphysema 1 study

Respiratory Tract Diseases 2 studies
Respiratory Tract Neoplasms 1 study

Retinal Degeneration 2 studies

Retinal Diseases 3 studies

Refinitis 1 study

Retinitis Pigmentosa 1 study

Retinoblastoma 1 study

Salivary Gland Diseases 1 study

Sclerosis 4 studies

Severe Combined Immunodeficiency 1 study
Sjogren's Syndrome 1 study

Spinal Cord Diseases 3 studies



Conclusioni

Attualmente le iPS vengono utilizzate come modello di malattia in vitro per studiare
i meccanismi della malattia e per testare l'efficacia e la tossicita di farmaci.

A differenza delle cellule staminali embrionali, le iPS non comportano problemi etici
poiché non é necessario un embrione umano ma vengono ottenute per
riprogrammazione di cellule somatiche adulte. Inoltre, non danno rigetto in vivo in
quanto é possibile il trapianto autologo.

Hanno buone potenzialita di futuro utilizzo in medicina rigenerativa.

Le iPS vengono caratterizzate in vitro verificando la potenzialita di generare
cellule specializzate e formare corpi embrioidi. Il test di verifica della loro
pluripotenza in vivo & la generazione di teratoma.



Conclusioni
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Stadtfeld and Hochedlinger, GENES & DEVELOPMENT 2010

"Human disease in a dish"

Ulteriori studi sono necessari per migliorare |'attuale comprensione della biologia delle iPS
e dei meccanismi che regolano la riprogrammazione genetica
prima di utilizzarle in ambito clinico.



Grazie per |attenzione!
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