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INTRODUZIONE

Secondo la definizione elaborata dal National Institute of Health, la Medicina Rigenerativa consiste
nello “…sviluppo o crescita di sostituti biologici per l’organismo in vitro e/o lo stimolo della rige-
nerazione e del rimodellamento tissutale in vivo, con l’obiettivo di sostituire, riparare, mantenere o
migliorare la funzione degli organi e dei tessuti”. Le strategie impiegate comprendono:

1) la sostituzione di una parte dell’organismo con un’altra parte dello stesso organismo;
2) la riparazione di parti dell’organismo con strutture non viventi, spesso sintetiche;
3) il trapianto allogenico o xenogenico;
4) l’uso di sistemi extracorporei per migliorare o sostituire la funzione deficitaria di un organo vita-

le;
5) l’uso di cellule viventi per ripristinare, mantenere o migliorare la funzione di organi e tessuti,

applicazione nota anche come “Ingegneria Tissutale”.

Quest’ultima strategia, in rapida evoluzione, include anche la terapia cellulare in Epatologia, intesa
come supporto o come alternativa al trapianto di fegato, e comprendente l’uso di sistemi extracor-
porei (fegato bioartificiale) ed il trapianto cellulare. Lo sviluppo di queste metodologie fortemente
innovative ha suscitato notevoli aspettative sia da parte dei Medici che dei pazienti, anche in segui-
to alla diffusione sui media di informazioni con toni spesso sensazionalistici. Tuttavia, si tratta di
metodiche ancora sperimentali, la cui efficacia non è stata sufficientemente dimostrata (vedi ad es.
la recente meta-analisi della Cochrane collaboration, JAMA 2003;289:217-222). Lo scopo di questa
Commissione è stato pertanto fornire una informazione quanto più possibile completa ma nel con-
tempo sintetica sugli sviluppi più recenti in questo campo, cercando anche di delineare le possibili
prospettive future.

IL FEGATO BIOARTIFICIALE

Il concetto di supporto artificiale al fegato risale alla seconda metà del secolo scorso; mentre il ter-
mine di fegato bioartificiale (BAL) si può far risalire ad un lavoro orientale pubblicato nel 1986
(Microencapsulated hepatocytes as a bioartificial liver. ASAIO Trans 1986;32:39-41):
In passato, per veicolare le funzioni “depurative” del fegato,  si è tentato soprattutto la dialisi, la pla-
smaferesi, emo-plasmaperfusione e la depurazione su colonne di carbone attivato. Questi metodi
sono ancora utilizzati, anche se in misura minore rispetto ad altri, meglio standardizzati e che godo-
no del supporto economico delle industrie interessate a validare il loro prodotto. Si tratta quindi di
storia alquanto recente, ma che ha già ha una robusta letteratura alle spalle. Infatti, al  31 dicembre
2003, le pubblicazioni apparse nella letteratura internazionale erano 632 (Medline, Embase), di cui
ben 90 nel 2003. Tuttavia, i lavori che hanno un taglio clinico sono cinquantuno e, solo dodici sono
il risultato di trials randomizzati contro un gruppo di controllo nel quale era effettuata solo la tera-
pia convenzionale. E’ chiaro che un incremento così rapido nel numero di contributi scientifici è
dovuto ad alcuni fenomeni e, primo tra tutti,  quello della mancanza di organi. 
E’ stata, pertanto, soprattutto  l’esigenza di avere disponibili strumenti, adatti a  tenere in vita il
paziente nell’attesa del trapianto, a spingere la ricerca in un territorio difficile e molto costoso.
In realtà l’insufficienza epatica può presentarsi in tre forme: 1) insufficienza epatica in soggetti
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senza precedente malattia epatica, la classica “epatite fulminante”, 2) scompenso acuto  in soggetti
affetti da malattia epatica cronica fino a quel momento in ottimo compenso (“acute-on-chronic”) e
3) scompenso cronico in paziente con malattia epatica avanzata o terminale. Sebbene  queste tre
forme appiano clinicamente diverse per rapidità di insorgenza, progressione e gravità del quadro cli-
nico generale, i meccanismi fisiopatologici che sono alla base di queste tre situazioni sono sostan-
zialmente gli stessi.
E’ chiaro pertanto che è nell’epatite fulminante, dove è possibile il trapianto d’urgenza, che il BAL
ha trovato fino a questo momento il principale campo di applicazione. Infatti, in tale condizione
bisogna solo guadagnare qualche giorno, in attesa che, con la procedura d’urgenza, si renda dispo-
nibile, nel circuito nazionale, un organo adatto. Fortunatamente in Italia, con l’incremento delle
donazioni, non occorrono più svariati giorni prima di poter avere un fegato disponibile per il tra-
pianto e pertanto tale procedure ha oggi maggiori probabilità di successo. 

L’insufficienza epatica acuta
L’insufficienza epatica acuta è un termine generale riferito ad una sindrome a rapida evoluzione
verso la disfunzione della sintesi epatica che viene complicata da coagulopatia e, in stadio avanzato,
da encefalopatia epatica. Il termine insufficienza epatica fulminante o epatite fulminante è stato
introdotto nel 1970 da Trey e Davidson  per identificare una sindrome caratterizzata dai seguenti cri-
teri:
• esordio acuto di malattia con coagulopatia
• sviluppo di encefalopatia epatica acuta entro 8 settimane dalla comparsa della malattia 
• nessun precedente di epatopatia
La più recente classificazione della sindrome ad opera di ricercatori del King’s College di Londra si
basa sull’intervallo tra la comparsa dell’ittero e l’encefalopatia:
• insufficienza epatica iperacuta con un intervallo inferiore ad una settimana
• insufficienza epatica acuta con un intervallo compreso tra 1 e 4 settimane
• insufficienza epatica subacuta con un intervallo compreso tra 4 e 12 settimane
Il pregio maggiore di questa classificazione è il valore prognostico, perché la probabilità di soprav-
vivenza è paradossalmente migliore nelle forme con intervallo più breve (tipicamente le epatiti vira-
li A e B e da paracetamolo) mentre la prognosi peggiora nei casi con intervallo maggiore (tipica-
mente da altri farmaci o da causa sconosciuta).
La sindrome dell’insufficienza epatica acuta comprende anche, come si è detto,  gli scompensi acuti
della cirrosi epatica avanzata (acuto-su-cronico), dovuti ad esempio a emorragia digestiva o infezio-
ni, e la disfunzione primaria (primary nonfunction) del fegato trapiantato (Allen et al, 2001). La spe-
rimentazione clinica del fegato bioartificiale in Italia è limitata ai soli casi di insufficienza epatica
fulminante e primary nonfunction. Esiste un consenso generale a livello internazionale sul fatto che
l’epatite fulminante costituisca la patologia elettiva per la validazione iniziale dei sistemi di assi-
stenza metabolica epatica, data la gravità e la relativa omogeneità della condizione clinica e la pos-
sibilità di recupero spontaneo della funzione epatica. Al contrario, le forme acute-su-cronico, pur
rappresentando in prospettiva l’indicazione quantitativamente più importante, costituiscono una con-
dizione troppo disomogenea per una prima valutazione di questo nuovo approccio terapeutico.
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Definizione di fegato bioartificiale
Il fegato bioartificiale è un sistema di supporto delle funzioni epatiche, costituito da una componente
biologica (epatociti) e da una struttura artificiale che funge da supporto alle cellule e da interfaccia
con il sangue o con il plasma del paziente. Il sistema è collegato alla circolazione venosa del pazien-
te e consiste generalmente in un apparato per la separazione del plasma, che viene poi convogliato
attraverso il bioreattore contenente le cellule epatiche, ove avvengono gli scambi metabolici. Il pla-
sma così trattato viene successivamente restituito al paziente. Qualora vengano usate cellule anima-
li, la procedura viene considerata come xenotrapianto. Infatti, secondo lo Steering committee on
bioethics dello European health committee e del Comitato Nazionale per la Biosicurezza e le
Biotecnologie, Gruppo di Lavoro sugli Xenotrapianti, vengono considerate xenotrapianto “le proce-
dure che comportino trapianto o infusione in un ricevente di cellule vive, organi e tessuti di origine
animale (xeno tipo A) e quelle relative a fluidi, cellule o tessuti umani che abbiano avuto contatti ex
vivo con organi, cellule o tessuti animali (xeno tipo B)”. Per definizione quindi il BAL è uno xeno-
trapianto di tipo B, con tutte le regolamentazioni e le attuali disposizioni che scaturiscono dai succi-
tati lavori delle Commisioni europee e nazionali.

Descrizione dei diversi bioreattori in sperimentazione clinica
Caratteristiche dei sistemi di assistenza metabolica epatica extracorporea (fegato bioartificiale) in
fase di sperimentazione clinica. Questa parte del documento è costituita da una serie di tabelle di
comparazione tra i diversi sistemi bioartificiali di assistenza metabolica epatica che hanno raggiun-
to la fase di sperimentatione clinica. E’ stata utilizzata la seguente metodologia per la raccolta dei
dati: le tabelle contenenti i parametri per la valutazione di ogni apparato sono state inviate con richie-
sta di compilazione ai seguenti sperimentatori:Circe Biomedical (Lexington), M. J. Millis (Chicago),
R.A.F.M. Chamuleau/F. Calise (Amsterdam- Napoli), E. Morsiani/P. Pazzi (Ferrara), J. Gerlach
(Berlino), A. Donini (Ferrara/Udine).
Tutti i formulari compilati restituiti dai centri interpellati sono stati inseriti nel documento. La biblio-
grafia relativa ad ogni sistema è stata inserita in calce alla pagina. 
Il documento è in inglese per consentirne la condivisione con tutti i centri di sperimentazione.

Sono stati successivamente aggiunti alcuni commenti (in in corsivo, con numero del riferimento
bibliografico è riportato tra parentesi) ricavati dalle seguenti recenti reviews sul fegato bioartificia-
le:
1. Tsiaoussis J, Newsome PN, Nelson LJ, Hayes PC, Plevris JN. Which hepatocyte will it be ?

Hepatocyte choice for bioartificial liver support devices. Liver Transplantation 2001;7:2-10
2. Allen JW, Hassanein T, Bhatia SN. Advances in Bioartificial Liver Devices. Hepatology

2001;34:447
3. Strain AJ, Neuberger JM. A bioartificial liver--state of the art. Science 2002;295:1005-9.
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Device HEPATASSIST – Circe Biomedical (Lexington - USA)/Achilles
Demetriou (Cedars-Sinai Medical Center, Los Angeles)

Bioreactor Hollow-Fiber Cartridge
Plasma perfusion Intermittent (6h)
Cell Type Cryopreserved primary porcine hepatocytes in suspension with collagen

coated dextran beads
No. of hepatocytes 7 x 109 (can be doubled) 
Liver mass (%) 3.5-7
Phase of development Completed phase II/III clinical trial
Patients 147 FHF / 24 PNF
Parameters Based on phase I neurological score, ICP, several biochemical parameters 

Based on Phase II/III 30 day survival plus all of the above parameters 
Outcome Improved neurological score, ICP, total bilirubin.

51% improved  survival in FHF due to viral and toxic etiology, p=0.01
n=83.
No evidence of PERV infection in patients treated with HepatAssist.

Potential advantages 1) Cells procured from a pathogen-free closed herd
(cells) 2) Quarantined/microbiological analysis and complete animal pathology

before delivery for clinical use
3) Rapid cell prep (3h) with cryopreserved cells in stored LN2 at the cli-
nical site
4) No sustained humoral immune response

Potential 1) Potential viral concerns  
disadvantages (cells) 2) Potential for immunological reactions

Potential advantages 1)  Attachment surface, barrier to immunological and biological agents
(bioreactor) 2) Low dead cell volume

3) Protection from shear stress
4) Microporous membrane

Potential disadvantages 1) Non-uniform cell distribution without consistent delivery pressure
(bioreactor) 2) Lower mass transfer than direct cell transplantation

3) Lower metabolic activity in cryopreserved cells (1)

TERAPIA CELLULARE IN EPATOLOGIA



9

References
1 - Samuel D, Ichai P, Feray C, Saliba F, Azoulay D, Arulnaden J, Debat P, Gigou M, 

Adam R, Bismuth A, Castaing D, Bismuth H. Neurological improvement during bioartificial
liver sessions in patients with acute liver failure awaiting transplantation. Transplantation
2002;73:257-264.

2 - Watanabe FD, Mullon CJ, Hewitt WR, et al.  Clinical experience with a bioartificial liver in the
treatment of severe liver failure. A phase I clinical trial.  Ann Surg. 1997;225:484-491.

3 - Pitkin Z, Mullon C. Evidence of absence of porcine endogenous retrovirus (PERV) infection in
patients treated with a bioartificial liver support system. Artif Organs. 1999 Sep;23(9):829-33.

4 - Pitkin Z, Switzer W, Chapman L, Stevens AC, Solomon BA, Shanmugam V, Bhullar V, Hussain
A, Matthews A, Sandstrom P, Heneine W. An interim analysis of PERV infectivity in 74 patients
treated with a bioartificial liver in a prospective, randomized, multicenter controlled trial.
Hepatology 2001 Oct;34(4):249A.

5 - Baquerizo, A., A. Mhoyan, M. Kearns-Jonker, et al. Characterization of human xenoreactive
antibodies in liver failure patients exposed to pig hepatocytes after bioartificial liver treatment:
an ex vivo model of pig to human xenotransplantation. Transplantation 1999 67:5-18.

6 - Rozga J., Holzman M.D., Ro M.S., Griffin D.W., Neuzil D.F., Giorgio T., Moscioni A.D.,
Demetriou A.A.   (1993) Development of a hybrid bioartificial liver. Annals of surgery 1993;
217: 502-511.

7 - Rozga J., Williams F., Ro M.S., Neuzil D.F., Giorgio T.D., Backfisch G., Moscioni A.D., Hakim
R., Demetriou A.A. Development of a bioartificial liver: properties and function of a hollow-
fiber module inoculated with liver cells. Hepatology 1993; 17: 258-265.

8 - Rozga J, Podesta L, LePage E et al. (1993). Control of cerebral oedema by total hepatectomy
and extracorporeal liver support in fulminant hepatic failure. Lancet 342:898-899.

9 - Rozga J., Podesta L., Le Page E., Morsiani E., Moscioni A.D., Hoffman A., Sher L., Villamil F.,
Woolf G., Mcgrath M. A bioartificial liver to treat severe acute liver failure. Annals of surgery
1994; 219: 538-544.

10 - Pazzi P, Morsiani E, Vilei MT, Granato A, Rozga J, Demetriou AA, Muraca M. Serum bile acids
in patients with liver failure supported with a bioartificial liver. Alimentary Pharmacology &
Therapeutics, in the press.

TERAPIA CELLULARE IN EPATOLOGIA



10

Device ELAD-Vitagen / M.J. Millis (Chicago)
Bioreactor Hollow fiber
Perfusion Continuous –24 hours up to 10 days
Cell Type C3A immortalized human hepatocytes
No. of hepatocytes 4 x 1010  - 400 grams
Liver mass (%) 25
Phase of development Phase 2
Patients Ph 1 – 25 FHF; Ph 2 – 3 FHF thus far
Parameters bridge to transplant or recovery ; 30 day survival 
Outcome 92% vs. 43% bridged to transplant or recovery, p= 0.036;

81% vs. 56% improvement – 30 day survival
Potential advantages No cell preparation at sites; maintainable on a bioreactor for 50days, 
(cells) metabolic function preserved for 48 hours at 4 degrees C.
Potential Immortalized cells, theoretical risk of tumor transmission (though 
disadvantages (cells) prevented by cell filters in line)

Low specific metabolic activities in cancer cell lines (1)
Potential advantages Time to confluency in (growth) on bioreactor is short; metabolic function
(bioreactor) preserved on bioreactor for extended periods of time.
Potential disadvantages Mass transfer can potentially be optimized 
(bioreactor)

References
1 -  Millis JM, Cronin DC, Johnson R, Conjeevaram H, Brady L, Trevino S, Conlin C, Brotherton

J, Traglia D, Dane G, Maguire P. Safety of continuous human liver support. Transplant Proc.
2001 Feb-Mar;33(1-2):1954.

2 -  Millis JM, Cronin DC, Johnson R, Conjeevaram H, Faust TW, Trevino S, Conlin C, Brotherton
J, Traglia D, Maguire P, Dane G. Bioartificial liver support: report of the longest continuous
treatment with human hepatocytes. Transplant Proc. 2001 Feb-Mar;33(1-2):1935. 

3 - Patzer JF 2nd. Advances in bioartificial liver assist devices. Ann N Y Acad Sci. 2001
Nov;944:320-33.

4:  Sussman NL, Kelly JH. 
Extracorporeal liver support: cell-based therapy for the failing liver.
Am J Kidney Dis. 1997 Nov;30(5 Suppl 4):S66-71. Review.

5: Ellis. 
Pilot-Controlled Trial of ELADTM in Acute Liver Failure. 
Hepatology 24(6) ;1996; 1446-1451.

6:  Sussman, NL and Kelly, JH. 
The Artificial Liver. 
Scientific American 2(3); 1995; 68-77.

7:  Sussman, NL, Gislason, GT and Kelly, JH. 
Extracorporeal Liver Support Application To Fulminant Hepatic Failure. 
J Clin Gastroenterol 18(4); 1994;320-324.

8:  Wood RP, Katz, SM, Ozaki, CF, Monsour, HP, Gislason, GJ, Kelly, JH and Sussman, NL. 
Extracorporeal Liver Assist Device (ELAD): A Preliminary Report. 
Transplantation Proceedings 25(4) suppl 3(August) 1993; 53-54.
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Device AMC-BAL - RAFM Chamuleau (Amsterdam ) / F. Calise (Napoli)
Bioreactor Non-woven polyester matrix. Polypropylene oxygen fibres
Perfusion Intermittent 6-12 hrs
Cell Type Freshly isolated porcine hepatocytes as small cell aggregates
No. of hepatocytes == or >10 x  109

Liver mass (%) 10-15%
Phase of development Phase 1 clinical trial in ALF patients
Patients n= 14
Parameters Improvement of clinical HE score, haemodynamics, blood chemistry
Outcome 13/14 successfully bridged to OLT; 1/14 recovery  without OLT
Potential advantages Large liver cell mass; fresh liver cells; Cells procured from a pathogen-free
(cells) closed heard; liver cells as aggregates; liver cell function tests prior to con-

nection to the patient.

Potential PERV, immunological reactions;
disadvantages (cells) preparation of BAL on demand. 

Potential advantages Direct plasma- cell interaction; physiological perfusion of cells; optimal 
(bioreactor) mass transfer; oxygenation of biocomponent at site.
Potential disadvantages Non-uniform cell distribution
(bioreactor) Shear stress, clogging (2)
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Device MELS-Gerlach (Charitè, Berlin)
Bioreactor 3-D interwoven 4-compartment hollow fiber systems including integral

oxygenation
Perfusion Continous 24h/d 

Cell Type Primary human hepatocytes & non parenchymal cells, non cryopreserved,
in co-culture  at tissue density

No. of hepatocytes 6x1010 

(can be doubled)
Liver mass (%) 30
Phase of development Phase I clinical trial
Patients In progress
Parameters Survival 

Outcome In progress
Potential advantages Ready well characterized system transferred, avoiding cryopreservation,
(cells) bed site preparation 30 min, simple operation, biochemical and microbio-

logical characterization before use
Potential disadvantages Human cells,  risk comparable to liver Tx 
(cells)
Potential advantages Modular concept, large cell immobilization surface, membranes as safety
(bioreactor) barrier, no shear stress, low dead volume, integrated oxygenation, high

mass exchange performance, co-culture technology, cell mass of a liver
lobe, spontaneous cell re-formation to high density tissue structures bet-
ween artrificial liver lobuli, cells rebuild liver neo sinusoids/space of Disse
and neo Hering channels

Potential disadvantages Plasma perfusion required
(bioreactor) High costs and limited shelf life (<3 w) (1)

Extremely complex to run (3)
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Development of a hybrid liver support system: a review.
Int J Artif Organs. 1996 Nov;19(11):645-54. Review.

11:  Gerlach JC, Schnoy N, Vienken J, Smith M, Neuhaus P. 
Comparison of hollow fibre membranes for hepatocyte immobilisation in bioreactors.
Int J Artif Organs. 1996 Oct;19(10):610-6.
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Device O.LIVER - RanD Biotech / Morsiani-Pazzi (Ferrara)
Bioreactor Radial-flow
Perfusion Continuous (24 h)
Cell Type Freshly-isolated Hc’s/ 4°C-stored Hc’s.
No. of hepatocytes 23 x 109 cells
Liver mass (%) 20
Phase of development Phase I-II clinical trial
Patients 4 FHF / 3 PNF
Parameters Improved biochemical parameters; improved neurological score (FHF)
Outcome 71.4% survival after liver Tx
Potential advantages Rapid preparation (6 h) with fresh cells; up to 48 h cell-bioreactor storing
(cells) at 4°C; high metabolic activity
Potential PERV, immunological reactions
disadvantages (cells)
Potential advantages (bioreactor) Physiologic perfusion flow-rate; mass transfer; promotes 3-

dimensional architecture; equalizes the concentration of perfusing compo-
nents and O2.

Potential disadvantages (bioreactor) Clogging.
Non-uniform perfusion, shear stress (2)

References
1: Morsiani E, Pazzi P, Puviani AC, Brogli M, Valieri L, Gorini P, Scoletta P, Marangoni E, Ragazzi

R, Azzena G, Frazzoli E, Di Luca D, Cassai E, Lombardi G, Cavallari A, Faenza S, Pasetto A,
Girardis M, Jovine E, Pinna AD. 
Early experiences with a porcine hepatocyte-based bioartificial liver in acute hepatic failure
patients.
Int J Artif Organs. 2002 Mar;25(3):192-202.

2:  Morsiani E, Galavotti D, Puviani AC, Valieri L, Brogli M, Tosatti S, Pazzi
P, Azzena G. 
Radial flow bioreactor outperforms hollow-fiber modules as a perfusing culture system for pri-
mary porcine hepatocytes.
Transplant Proc. 2000 Dec;32(8):2715-8. 

3:  Morsiani E. 
[Hybrid (bioartificial) systems for liver support. History and current developments]
Ann Ital Chir. 2000 May-Jun;71(3):311-8. Review. 

4: Azzena G, Morsiani E. 
[Extracorporeal liver support systems]
Ann Ital Chir. 1999 Sep-Oct;70(5):647-50. Italian.
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Device SEBA-Udine
Bresadola-Donini

Bioreactor Hollow-fiber (0.6 micron)
Perfusion Intermittent (6 h)
Cell Type Cryopreserved pig Hc’s on collagen-coated dextran beads
No. of hepatocytes 2x1010

Liver mass (%) 6
Phase of development Phase I-II
Patients 1 FHF + 1 acute on chronic (AoC)
Parameters Improved neurological score and EEG. Lower bilirubin and ammonia
Outcome FHF: recovered without TX

AoC: dead after treatment discontinuation (no TX due to HBV DNA+)
Potential advantages Rapid preparation (3 h) and multiple treatments with stored cells.
(cells) Quarantined/microbiological analysis before delivery for clinical use. 
Potential disadvantages PERV, immunological reactions, lower metabolic activity (cryopreserved).
(cells) Biocompatibility.
Potential advantages Attachment surface, protection from shear stress, larger porosity, greater 
(bioreactor) mass of hepatocytes
Potential disadvantages Non-uniform cell distribution. Absence of hepatocytes-non parenchymal
(bioreactor) cell interaction.

References
1: Donini A, Baccarani U, Risaliti A, Sanna A, Degrassi A, Bresadola F. 

In vitro functional assessment of a porcine hepatocytes based bioartificial liver.
Transplant Proc. 2001 Nov-Dec;33(7-8):3477-9. 

2:  Falasca E, Adami V, Astori G, Donini A, Biffoni F, Degrassi A, Botta GA, Pipan C. 
Porcine endogenous retrovirus does not infect human cells using a bioartificial liver model
system.
Transplant Proc. 2001 Feb-Mar;33(1-2):1780-1. 

3:  Falasca E, Baccarani U, Pipan C, Degrassi A, Donini A. 
Is PERV transfer across hollow fiber membranes relevant to bioartificial liver model?
Transplantation. 2000 Apr 27;69(8):1755.

4:  Donini A, Baccarani U, Risaliti A, Degrassi A, Bresadola F. 
Temporary neurological improvement in a patient with acute or chronic liver failure treated with
a bioartificial liver device.
Am J Gastroenterol. 2000 Apr;95(4):1102-4. 

5:  Corno V, Donini A, Vianello V, Gonano C, Bonfreschi V, Pasqualotto A,
Risaliti A, Belvedere O, Degrassi A, Bresadola F. 
Bioartificial liver based on porcine hepatocyte: in vitro functional assessment.
Transplant Proc. 1998 Aug;30(5):2469-70. 

6:  Donini A, Corno V, Lavaroni S, Pellerito R, Bigi L, Pasqualotto A, Belvedere
O, Crivellato E, Degrassi A, Bresadola F. 
Ex vivo preparation of porcine hepatocytes for use in bioartificial hepatic support systems.
Transplant Proc. 1997 Jun;29(4):1948-9. 
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L’esperienza internazionale
Nell’ambito della letteratura disponibile vi è un discreto numero di segnalazioni di trattamenti di
pochi casi che, pur rappresentando comunque un patrimonio culturale, non sono in grado di fornire
elementi adeguati da trasferire nella  pratica clinica. Pertanto prendiamo in esame solo gli studi ran-
domizzati. Il motivo per il quale è opportuno analizzare solo gli studi randomizzati e controllati è
legato all’osservazione, ormai datata, che gli studi con controlli storici o con serie di pazienti di con-
trollo non randomizzati, generano quasi sempre dei risultati falsamente positivi. L’insufficienza epa-
tica acuta non fa eccezione ed, infatti, le serie (otto) svolte in un contesto di non randomizzazione,
mostrano tutte un vantaggio a favore della terapia “nuova” rispetto ai controlli trattati tradizional-
mente. In nessuno studio è riportata la “learning curve”, nè è riportato (eccetto in uno) il calcolo
della dimensione del campione. Pertanto, anche se i sistemi studiati sono molti, quelli che sono stati
testati in un contesto “sperimentalmente ortodosso” sono: exanguinotrasfusione, emoperfusione su
carbone attivato, BioLogic-DT, emoperfusione, MARS (Molecular Adsorbents Recirculating
System), HepatAssist, ELAD. Ma quali sono i risultati? Per evitare di incappare in errori che sono
stati effettuati anche da metanalisi recentissime, è opportuno tenere separati i sistemi con cellule da
quelli senza cellule. Inoltre è opportuno separare anche l’acuta fulminante dalla forma acuta-su-cro-
nico che, come abbiamo detto prima, è quella che può forse dare risultati meno deludenti e, forse,
più fruttiferi per i pazienti a lungo termine. Infatti, mente i risultati, in termini di mortalità sono
alquanto deludenti nelle forme fulminanti, nelle forme acute–su-cronico, la mortalità è ridotta signi-
ficativamente (+33%) se si confronta la terapia tradizionale con quella praticata con questi sistemi.
Bisogna comunque tenere presente che, mentre prima o poi il paziente con epatite fulminante viene
trapiantato, per l’altra categoria di pazienti il trapianto può essere solo programmato.
Lo studio clinico di fase II-III HepatAssist (Steven et al., 2001) ha dimostrato l’efficacia  del tratta-
mento con fegato bioartificiale nelle forme di epatite fulminante con intervallo ittero-encefalopatia
inferiore a due settimane, ed in particolare nel sottogruppo ad eziologia virale o tossica. Questi dati
sembrano confermare l’ipotesi di Atillasoy e Berk (1995), secondo la quale a trarre maggior giova-
mento dall’assistenza metabolica epatica sarebbero state le forme di epatite fulminante a gravità
intermedia, nelle quali esiste una discreta capacità di recupero funzionale del fegato nativo, che
potrebbe essere stimolato dalla terapia di supporto.
È ancora oggetto di dibattito a quale stadio di encefalopatia iniziare il trattamento. Il trial
HepatAssist, su indicazione della FDA, ha consentito di trattare solo i pazienti che raggiungono il III
stadio. Nella maggior parte dei casi, si tratta di pazienti per i quali è già stata posta indicazione al
trapianto epatico in status I, che attualmente in Europa comporta una attesa media di due giorni. In
tali condizioni, è possibile eseguire solo un breve trattamento con fegato bioartificiale, il cui ruolo
si riduce a sistema di supporto “ponte” al trapianto. Tuttavia, lo studio HepatAssist di fase I esegui-
to a Los Angeles (Watanabe et al., 1997) ha suggerito che un certo numero di pazienti sottoposti a
terapia di supporto, per il quali l’attesa del trapianto si è protratta particolarmente a lungo, hanno
recuperato spontaneamente la funzione epatica con restitutio ad integrum. Questi dati pongono l’uso
dei sistemi di supporto epatico bioartificiale in una prospettiva diversa, non solo come semplice
ponte al trapianto con l’intento di stabilizzare le condizioni cliniche, ma anche come possibile sti-
molo e supporto della rigenerazione epatica, con l’obiettivo di aumentare il numero di guarigioni
senza ricorrere al trapianto di fegato. È ragionevole ipotizzare che questo obiettivo possa essere per-
seguito solo anticipando il tempo di trattamento del paziente almeno allo stadio II di encefalopatia,
sia per prevenire l’aggravamento del danno epatico che per evitare di trattare solo pazienti per i quali
è già stata posta indicazione al trapianto in emergenza, indicazione che molto difficilmente può esse-
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re ritirata nel giro di poche ore, anche in presenza di un iniziale miglioramento clinico. Infine, è
verosimile che un trattamento precoce possa prevenire più efficacemente l’insorgenza di edema cere-
brale (Rozga et al., 1993). Infatti, la progressione al III stadio di encefalopatia è associata ad un
aumentato rischio di gravi complicanze neurologiche anche se viene effettuato il trapianto di fegato
(O’Grady et al., 1988; Herrera, 1998; Detry et al, Transplantation 1999;67:767). In conclusione, l’in-
dicazione “ponte al trapianto” riveste scarso interesse in Paesi dove il periodo di attesa in status I è
molto breve, mentre sicuramente l’obiettivo di ridurre il numero di trapianti necessari è di notevole
importanza. Per questo motivo, le future sperimentazioni nel nostro Paese dovrebbero probabilmen-
te consentire l’applicazione del fegato bioartificiale già allo stadio II di encefalopatia epatica. 
Un altro problema, di segno opposto, è costituito dalla necessità di escludere dal trattamento, così
come dall’indicazione al trapianto, i pazienti nei quali il danno cerebrale sia ormai divenuto irrever-
sibile e tale da compromettere gravemente la futura vita di relazione. L’esperienza dimostra che il
quadro clinico è spesso insufficiente per una simile valutazione prognostica. La misurazione della
pressione intracranica non aggiunge elementi di certezza, mentre può comportare gravi effetti colla-
terali. È pertanto necessario studiare e convalidare a questo fine nuovi procedimenti diagnostici,
quali i potenziali evocati, il doppler transcranico e la SPECT.
Un aspetto che non va assolutamente ignorato riguarda gli effetti indesiderati. L’emorragia è ripor-
tata nella maggior parte degli studi, anche se spesso è definita non grave, ma sono riportati anche
sepsi, febbre, shock allergici, ipotensione, insufficienza renale, disturbi gravi della coagulazione.  

L’ESPERIENZA ITALIANA SULL’USO DEL FEGATO BIO-ARTIFICIALE NELL’INSUF-
FICIENZA EPATICA ACUTA
A seguito di delibera del Consiglio Superiore di Sanità che stabiliva  norme e criteri di utilizzo, nel
1999 sono state autorizzate in Italia alcune sperimentazioni con l’impiego di diversi tipi di fegato
bioartificiale presso i seguenti Centri Trapianto italiani:
1) Padova- Torino: studio multicentrico randomizzato internazionale CIRCE 
2) Napoli (Cardarelli): studio multicentrico internazionale AMC-BAL (Centri italiani collegati:

Roma Sant’Eugenio, Roma La Sapienza, Genova, Milano Niguarda)
3) Ferrara ( Centri collegati: Bologna e Modena): studio multicentrico regionale
4) Udine

A tutt’oggi sono stati trattati i seguenti pazienti:
1) Padova-Torino: 9 pazienti di cui 7 per epatite fulminante e 2 per primary non function. Tutti i

pazienti sono stati successivamente trapiantati ed il decorso clinico è stato favorevole. I pazienti
hanno ricevuto una media di 2.5 trattamenti.

2) Napoli: 14 pazienti per epatite acuta fulminante. Tredici pazienti sono stati successivamente tra-
piantati di cui 10 con successo. Una paziente, trattata presso il Centro collegato di Roma
Sant’Eugenio, si è svegliata dal coma a seguito del trattamento e non si è reso più necessario il
trapianto. La paziente è guarita. Una paziente è stata trattata con due BAL per 35 ore; tale tempo
rappresenta in assoluto la più lunga esposizione al mondo a cellule di maiale. I pazienti hanno
ricevuto un totale di 18 trattamenti.

3) Ferrara: 3 pazienti  per epatite acuta fulminante con successivo trapianto ed esito favorevole. Il
numero complessivo dei trattamenti è stato di 4. A Ferrara è stata costituita una Banca di Epatociti
con lo scopo di criopreservate cellule isolate da fegati umani rifiutati per trapianto, per un possi-
bile impiego in bioreattori.
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4) Udine: 2 pazienti di cui un cronico (prima della delibera) ed un’epatite acuta fulminante succes-
sivamente trapiantata.

In tutti i pazienti trattati in tutti i Centri non è mai stata evidenziata positività al DNA/RNA del PERV
(Porcine endogenous retrovirus) nel sangue dei pazienti trattati. E’ da sottolineare al riguardo che i
pazienti di Padova-Torino rientrano nel novero di un gruppo complessivo di 171 pazienti trattati nel
mondo e per i quali viene effettuato un monitoraggio in tempo reale del PERV a cura del CDC
(Center for Disease Control) di Atlanta (U.S.A.). Pertanto la negatività al PERV è da estendersi ad
una coorte ben più vasta di pazienti.
E’ opportuno sottolineare che i diversi Centri utilizzano BAL di diversa concezione. In particolare i
BAL prodotti a Napoli e Ferrara utilizzano una tecnologia a fresco con caratteristiche produttive
messe a punto in Italia dopo anni di ricerche. I maiali SPF (Specific Pathogen Free) vengono alle-
vati presso l’Istituto Zooprofilattico di Brescia e, per quanto riguarda l’AMC-BAL, il fegato viene
espiantato presso l’Università Veterinaria di Bologna, Dipartimento Clinico-Veterinario e conse-
guentemente certificato secondo i criteri stabiliti dalla citata deliberazione del Consiglio Superiore
di Sanità.
Il Centro di Napoli, così come altri Centri, conduce anche uno studio immunologico su tutti i pazien-
ti al fine di accertare l’eventuale formazione di anticorpi anti-maiale e la liberazione di eventuali
mediatori soprattutto in caso di ripetute esposizioni alle cellule di maiale. Al momento non sono
segnalate reazioni avverse di nessun tipo.
Alla luce dei brillanti risultati terapeutici ottenuti, i responsabili delle diverse sperimentazioni riten-
gono che gli studi intrapresi siano di eccezionale interesse scientifico sulla lunga strada dello xeno-
trapianto e che pertanto l’applicazione del BAL possa e debba continuare in una situazione di emer-
genza quale quella dell’insufficienza epatica acuta. L’assoluta mancanza di complicanze o effetti
indesiderati testimonia inoltre la correttezza scientifica del dispositivo di autorizzazione e legittima
la prosecuzione dei diversi studi. A gennaio 2004, l’unico studio che sta proseguendo è quello con
l’AMC-BAL, eseguito su pazienti con epatite fulminante eseguito dall’Ospedale Cardarelli di Napoli
con la collaborazione dell’Ospedale per le malattie infettive Cotugno di Napoli.

Altre possibili indicazioni cliniche al trattamento con fegato bioartificiale
Pazienti con PNF (previa esclusione della S. di Budd-Chiari/malattia veno-occlusiva come causa
della PNF); bisogna tuttavia ricordare che lo studio HepatAssist di fase II-III non ha dimostrato nes-
suna efficacia in questo gruppo.
Pazienti sottoposti ad epatectomia estesa (per neoplasie o traumi) che sviluppino insufficienza epa-
tica grave e progressiva, non rispondente al trattamento postoperatorio convenzionale.
Insufficienza epatica dopo trapianto di fegato “split” nell’adulto o dopo trapianto da donatore viven-
te.
Epatite alcolica acuta grave.
Sindrome epato-renale di tipo I
Scompenso acuto di cirrosi epatica secondario ad emorragia digestiva

Parametri per il monitoraggio
Temperatura corporea
Parametri emodinamici (frequenza cardiaca, pressione arteriosa media, PVC, Cardiac index, syste-
mic vascular resistances)
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Saturazione O2 venosa giugulare –SjVO2)
Parametri neurologici: grado di encefalopatia sec. Schafer Jones; Glasgow Coma Score;
Comprehesive Level of Consciousness Score.
EEG, TAC cerebrale
Pressione intracranica  (ICP)/ doppler transcranico (CBF) (potenziali uditivi evocati – SPECT??)
Parametri biochimici: funzione epatica e renale, emocromo, ionemia, coagulazione (INR, fattore V
e VII), a-fetoproteina, acido lattico

Raccomandazioni (secondo anche le indicazioni date dal protocollo della apposita
Commissione della CEE) per gli ulteriori studi con BAL
Scopi:
- proteggere a breve e lungo termine la salute pubblica, i pazienti ed i loro conviventi e gli operato-
ri sanitari coinvolti nello xenotrapianto, 
- garantire un’adeguata protezione per gli animali coinvolti nello xenotrapianto.

Le approvazioni per effettuare trials clinici sullo xenotrapianto dovrebbero essere date solo se gli
studi preclinici effettuati hanno dimostrato, in accordo con gli standards internazionalmente accetta-
ti, che:

a. c’è una elevata probabilità che si possa escludere rischio per la salute pubblica;
b. il potenziale livello di efficacia e sicurezza per i pazienti sia accettabile;
c. che non vi siano altre adeguate alternative terapeutiche;
d. che siano soddisfatti tutti i criteri che fanno ritenere il trial clinico di disegno adeguato;
e. che ci sia un piano di sorveglianza che assicuri il rilevamento di ogni evento avverso e di

quelli infettivi in particolare;
f. che ogni evento avverso sia immediatamente notificato alle autorità sanitarie, soprattutto

se si tratta di eventi infettivi correlabili direttamente allo xenotrapianto;
g. che le persone coinvolte (pazienti, contatti, personale sanitario addetto) siano sottoposte ad

un piano di sorveglianza molto stretto e che assicurino di essere sempre rintracciabili, ove fosse
necessario;
h. che ai protocolli siano accluse informazioni molto precise per i pazienti ed i loro conviventi, in
modo che il consenso ai trattamenti sia sufficientemente informato.   

In conclusione questi sistemi hanno certamente un futuro. Attualmente essi possono e debbono esse-
re impiegati  in Unità intensive specializzate nel trattamento dell’epatopatico grave; giacché non si
tratta di una comune rianimazione. Tutto ciò deve avvenire in un contesto dove l’epatologo, il riani-
matore, il chirurgo che si occupa di trapianto di fegato, insieme con infermieri specializzati e moti-
vati, possano così camminare insieme lungo questa ennesima frontiera.
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IL TRAPIANTO DI EPATOCITI ISOLATI

Il trapianto di fegato costituisce oggi l’unico strumento disponibile per il trattamento di patologie
epatiche terminali e di alcuni difetti congeniti del metabolismo epatico. Il trapianto di epatociti iso-
lati è oggetto di crescente attenzione come possibile terapia alternativa (vedi le recenti rassegne e gli
editoriali di Ascher, 1995; Mito & Sawa, 1997; Lake, 1998; Chowdhury et al., 1998). Le tecniche
che consentono di isolare epatociti funzionalmente attivi dal fegato sono ormai ben standardizzate
(Seglen, 1976; per una rassegna recente vedi Kasai & Mito, 1997), ed il trapianto di epatociti è stato
eseguito con successo negli ultimi 20 anni in molti modelli animali di deficit congeniti del metabo-
lismo epatico (Nozawa & Kokudo, 1997) o di insufficienza epatica globale (Chamuleau, 1997), con
risultati significativi sia sulla correzione del difetto metabolico specifico che sulla sopravvivenza.
Gli epatociti infusi nella circolazione portale superano l’endotelio vascolare e si integrano nelle
lamine di epatociti nativi (Ponder et al, 1991; Gupta et al, 1995; Rozga & Demetriou, 1997). I van-
taggi teorici del trapianto cellulare rispetto al trapianto dell’organo in toto possono essere così rias-
sunti:
1) la metodica, basata sull’infusione delle cellule attraverso un catetere inserito nella vena porta, non

richiede un intervento di chirurgia maggiore e può essere ripetuta più volte;
2) l’eventuale rigetto delle cellule trapiantate non mette il paziente in pericolo di vita, come nel caso

dell’organo in toto;
3) l’eventuale insuccesso della metodica a breve o a lungo termine non pregiudica la possibilità di

ricorrere al trapianto del fegato in toto; infatti, il trapianto di epatociti è stato usato in alcuni casi
come terapia “ponte” al trapianto ortotopico;

4) i costi della procedura sono nettamente inferiori rispetto ad un trapianto ortotopico di fegato;
5) è possibile correggere in vitro il difetto genetico degli epatociti nativi ottenuti dopo resezione epa-

tica e  reinfondere per via intraportale le cellule geneticamente modificate (Chowdhury et al,
1991; Raper, 1995; Overtuf et al., 1998; per una rassegna, vedi Clane & Raper, 1997); questa
combinazione di terapia genica e terapia cellulare, che consente di evitare la terapia immunosop-
pressiva, è già stata applicata all’uomo (Grossman et al, 1994) in uno studio pilota eseguito su
pazienti con ipercolesterolemia familiare.

MODELLI SPERIMENTALI ANIMALI PER LO STUDIO DEL TRAPIANTO DI CELLU-
LE EPATICHE

I modelli sperimentali per il trapianto di epatociti adulti sono stati sviluppati per soddisfare due prin-
cipali condizioni necessarie al successo dell’intervento:
1) indurre un’importante risposta rigenerativa, generalmente realizzata da una situazione di danno

acuto o cronico;
2) garantire la presenza di vantaggio replicativo delle cellule trapiantate sulle cellule residenti.

Trapianto in modelli animali di patologia geneticamente determinata 
In questi modelli, la presenza di una mutazione genetica delle cellule epatiche residenti garantisce
sia la genesi del danno sia il vantaggio replicativo degli epatociti normali trapiantati, che non risen-
tono dell’accumulo di sostanze tossiche come avviene nelle popolazioni cellulari residenti. 
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Urokinase-type plasminogen activator (uPA) transgenic mouse. Inizialmente, è stato sviluppato un
modello di topo transgenico in cui il gene per l’attivatore del plasminogeno (uPA) con un promoto-
re specifico per l’albumina veniva inserito nel fegato. Tale modificazione genica comportava la tra-
sformazione del plasminogeno in plasmina con l’induzione di un danno intracellulare proteolitico
cronico. Negli animali che sopravvivevano si osservava il ripopolamento del fegato da parte di epa-
tociti che avevano perso la modificazione genica. Sulla base di questa osservazione, sono stati tra-
piantati epatociti adulti isolati da un topo congenico, senza la modificazione genica. Il vantaggio
replicativo sulla popolazione residente garantiva una ripopolazione del fegato di circa l’80% in 4-5
settimane.

Fumarylacetoacetate hydrolase (FAH) deficient mouse. Questo modello corrisponde alla condizione
umana della tirosinemia ereditaria tipo I, in cui la mancanza dell’enzima fumarilacetoacetato idrola-
si determina l’accumulo di sostanze tossiche che conducono allo sviluppo di insufficienza epatica
progressiva ed alla precoce insorgenza di epatocarcinoma. Anche in questo modello, il trapianto di
epatociti isolati da un topo congenico normale garantiva il pressochè totale ripopolamento del fega-
to e la riduzione dell’insorgenza di tumori.

Mdr-2 null mouse. In questo modello, la mancanza della molecola di trasporto canalicolare dei fosfo-
lipidi determina la comparsa di una colangite cronica distruttiva che esita in cirrosi, come avviene
nella colestasi intraepatica familiare progressiva di tipo III dell’uomo. Anche in questo caso, il tra-
pianto di epatociti normali permetteva il ripopolamento delle aree danneggiate se effettuato in fase
pre-cirrotica.

Long-Evans Cinnamon rat. Analogamente ai modelli precedenti, il vantaggio proliferativo si basa sul
danno cronico che scaturisce dall’accumulo di rame negli epatociti deficienti per il trasportatore spe-
cifico del metallo. Il trapianto di epatociti normali in ratti Long-Evans Cinnamon neonati impediva
l’accumulo di rame con risoluzione del danno epatico.

Trapianto di epatociti geneticamente modificati

In questi modelli, a differenza di quelli precedenti in cui era presente una mutazione genica delle
popolazioni cellulari residenti, la modificazione genica viene indotta negli epatociti da trapiantare.

Adeno-associated virus (AAV)-bcl-2 and FAS antibody treatment. La transfezione mediante adeno-
virus della proteina bcl-2 determina la resistenza degli epatociti all’apoptosi. Gli epatociti genetica-
mente modificati venivano trapiantati in topi trattati con anticorpi agonisti anti-FAS, che inducono
apoptosi massiva del fegato. Il vantaggio replicativo degli epatociti con sovraespressione di bcl-2
consentiva la sopravvivenza degli animali grazie ad un estensivo ripopolamento del fegato. Una
variante di questo modello impiega la transfezione della proteina bcl-x.

Trapianto di epatociti immortalizzati. Il vantaggio replicativo viene determinato, in questo caso,
dalla immortalizzazione degli epatociti ottenuta con transfezione per l’antigene T del virus SV-40
con o senza sensibilizzazione al ganciclovir. 

TERAPIA CELLULARE IN EPATOLOGIA



TERAPIA CELLULARE IN EPATOLOGIA

Trapianto di epatociti in animali precondizionati

In questi modelli, viene favorita la replicazione degli epatociti trapiantati attraverso trattamenti che
inibiscono la replicazione degli epatociti residenti in risposta ad un danno acuto.

Epatectomia parziale + retrorsina nel ratto. Il modello consiste nella somministrazione di retrorsi-
na, un alcaloide pirrolizidinico che inibisce la progressione del ciclo cellulare, prima dell’interven-
to di epatectomia parziale (circa 2/3 del parenchima). La retrorsina è stata somministrata per via
intraperitoneale alla dose di 30 mg/kg in due sedute a distanza di 15 giorni l’una dall’altra. Dopo 4
settimane dall’ultima somministrazione, necessarie a smaltire la tossicità della retrorsina senza per-
dita, tuttavia, dell’azione antiproliferativa, si procedeva all’esecuzione dell’epatectomia parziale con
infusione in vena porta di 2 x106 di epatociti adulti. A distanza di 12 mesi, si otteneva ripopolazione
quasi totale da parte delle cellule trapiantate.

Epatectomia parziale o danno da ischemia-riperfusione + irradiazione nel ratto. In questi modelli,
il vantaggio replicativo degli epatociti trapiantati viene garantito della irradiazione del fegato che
blocca il ciclo cellulare degli epatociti residenti.

Un problema comune ai modelli di trapianto cellulare sono rappresentate dall’ottimizzazione
dell’”engraftment” delle cellule trapiantate nel fegato. Dopo l’infusione in vena porta, le cellule tra-
piantate si localizzano a livello dei sinusoidi dove, a causa dell’ostruzione del lume, inducono feno-
meni di ischemia-riperfusione con attivazione delle cellule di Kupffer. Tale evento comporta la fago-
citosi di una notevole quantità di cellule trapiantate, ma favorisce anche la perdita di continuità della
barriera endoteliale sinusoidale, requisito necessario alla translocazione delle cellule trapiantate
nelle lamine epatocitarie. Recenti studi indicano che l’impiego di vasodilatatori (nitroglicerina), l’i-
nibizione delle cellule di Kupffer (gadolinio) e l’induzione di un danno endoteliale (ciclofosfamide)
aumentano il tasso di engraftment. 

APPLICAZIONI CLINICHE DEL TRAPIANTO DI EPATOCITI

Stima del numero di epatociti necessario per supplire a funzioni epatiche deficitarie

La valutazione del numero di epatociti necessari a supplire la funzione epatica in modo significati-
vo costituisce un problema chiave per il successo di questo tipo di terapia. Molti lavori suggerisco-
no che si possano ottenere miglioramenti funzionali significativi con un numero di cellule sorpren-
dentemente modesto. La maggior parte degli studi sperimentali sono stati eseguiti nel ratto, il cui
fegato contiene circa 500 milioni di epatociti. Nella maggior parte dei casi, sono state iniettati 10
milioni di cellule, corrispondenti al 2% della massa epatocitaria totale, ottenendo regolarmente effet-
ti molto evidenti, anche se solo una parte delle cellule sopravvive al trapianto. Il trapianto di 10
milioni di epatociti ha prodotto un aumento dell’albuminemia nel ratto analbuminemico Nagase por-
tandola al 60% dei valori normali (Holzman et al., 1993; Rozga et al., 1995). La stessa quantità di
cellule ha prodotto una riduzione della bilirubinemia coniugata del 50% nel ratto EHBR Eizai con
deficit congenito dell’escrezione del pigmento (Hamaguci et al., 1994) e ha prevenuto lo sviluppo di
encefalopatia in ratti con shunt porto-cava (Ribiero et al., 1992;). Nel coniglio iperlipemico
Watanabe il trapianto del 2-5% della massa epatocitaria ha prodotto una riduzione del 40% della
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colesterolemia (Grossman et al., 1995;) ed una quantità simile previene lo sviluppo di una patologia
simile al morbo di Wilson nel ratto Long-Evans cinnamon (Yoshida et al., 1996). Il trapianto di una
percentuale simile di epatociti rispetto alla massa epatica totale ha provocato un aumento significa-
tivo della sopravvivenza in modelli animali ben caratterizzati di insufficienza epatica (Rajvanshi et
al., 1996). Nell’uomo, Grossmann et al (1994) hanno eseguito un autotrapianto con un miliardo di
epatociti, ottenuti dopo asportazione del lobo sinistro del fegato, transdotti con una efficienza del
20% con il gene codificante il recettore per le LDL, ovvero circa 200 milioni di cellule funzional-
mente attive (0.1-0.2% della massa epatocitaria). Il risultato è stato una riduzione della colesterole-
mia del 20%. Bisogna anche ricordare che questo soggetto era stato sottoposto prima del trapianto a
resezione epatica, che ha probabilmente determinato uno stimolo rigenerativo sugli epatociti, come
osservato nel modello animale (Rozga e Demetriou, 1997). Fox et al (1998) hanno infuso in una
paziente con sindrome di Crigler-Najjar un numero totale di 7.5x109 epatociti allogenici, corrispon-
denti al 5% della massa epatocitaria, ottenendo una riduzione della bilirubinemia del 50%. Muraca
et al.(2002a) hanno ottenuto un miglioramento significativo del controllo metabolico in una pazien-
te con Glicogenosi tipo Ia trapiantando una quantità di cellule corrispondente a circa 1% della massa
epatocitaria. Questi dati dimostrano che gli epatociti trapiantati forniscono una funzione di suppor-
to molto superiore a quella attesa sulla base della proporzione quantativa rispetto al fegato in toto. 

Qualità dell’epatocita

La procedura del trapianto tramite infusione portale sottopone le cellule ad un importante stress mec-
canico e metabolico. Gli epatociti vengono embolizzati all’interno dei sinusoidi epatici e solo una
parte di essi riesce ad integrarsi nel parenchima (Gupta et al., 1999). Esiste una relazione diretta tra
il numero di cellule infuse e l’aumento della pressione portale, ed una relazione inversa tra le varia-
zioni di pressione e di flusso portale: oltre un certo limite, una riduzione eccessiva di flusso espone
al rischio di trombosi portale massiva (Muraca et al., 2002b). Sulla base di queste premesse, e allo
stato attuale delle conoscenze, è ragionevole proporre le seguenti raccomandazioni sulla qualità delle
cellule da impiegare per trapianto intraepatico:
1) le cellule dovrebbero essere nelle migliori condizioni metaboliche possibili per superare lo stress

meccanico ed ipossico in modo da potersi integrare nel prenchima svolgendo la loro funzione;
2) il numero totale di cellule trapiantate dovrebbe essere sufficiente per raggiungere il risultato meta-

bolico atteso, ma non dovrebbe provocare una riduzione del flusso portale superiore al 50-60%;
allo stato attuale, non è tuttavia possibile indicare un numero preciso anche se dati sperimentali
suggeriscono che esso si situi attorno a 2-3 milioni di epatociti per grammo di fegato (Muraca et
al., Transplantation 2002);

3) la vitalità cellulare dovrebbe essere pertanto superiore almeno al 70%, per limitare il numero tota-
le di cellule infuse e garantire una buona funzionalità;

4) allo stato attuale delle conoscenze, si preferisce generalmente evitare l’impiego di cellule crio-
preservate o derivate da fegati steatosici perché si ritiene che la capacità di engraftment sia infe-
riore.

Il trapianto intrasplenico di epatociti è stato utilizzato nella terapia dell’insufficienza epatica acuta,
una situazione di emergenza che richiede la pronta disponibilità delle cellule. Pertanto, in questa
condizione sono state impiegate cellule criopreservate, che in qualche caso sono state parzialmente
infuse anche per via intraportale (Bilir et al., 2000).
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L’infusione intraepatica di epatociti si esegue attraverso catetere intraportale che può essere posi-
zionato per via radiologica transepatica o per via chirurgica dopo laparotomia. Le modalità di infu-
sione descritte sono molto diverse, e si rimanda pertanto alle rispettive pubblicazioni (in particolare
Grossman et al, 1995 e  Fox et al, 1998). La tecnica di infusione è stata oggetto di uno studio nel-
l’animale di grossa taglia per valutare gli effetti emodinamici a livello portale, polmonare e sistemi-
co e gli eventuali rischi di trombosi portale e di embolia polmonare (Muraca et al., 2002). Per quan-
to riguarda invece le norme sulla produzione e stoccaggio delle cellule si rimanda al capitolo sui
“Requisiti di qualità delle banche cellulari”.

Le patologie epatiche sulle quali il trapianto cellulare potrebbe avere un impatto clinico
rilevante sono le seguenti: 

a. Insufficienza epatica acuta;
b. Deficit funzionali dell’epatocita di natura ereditaria;
c. Epatopatie croniche acquisite.

a. Insufficienza epatica acuta 

Il trapianto di epatociti è stato eseguito in modelli animali di insufficienza epatica acuta, dimostran-
do un miglioramento della sopravvivenza correlato sia alla massa di cellule trapiantate che alla pre-
cocità del trapianto (Gagandeep 2000; Krishna Vanaja 1998; Habibullah 1998 ; Nakamura 1997 ;
Sutherland 1997; Sommer 1980). I risultati sono spiegati sia dal sostegno metabolico fornito dagli
epatociti trapiantati che da fattori umorali verosimilmente prodotti dagli stessi, che eserciterebbero
uno stimolo trofico sul fegato nativo malato. Alcuni studi clinici hanno riportato l’utilizzo di epato-
citi isolati infusi in corso di epatite acuta fulminante, come supporto metabolico transitorio (“brid-
ge”) in attesa di un trapianto d’organo, o addirittura come strategia per favorire la ripresa rigenera-
tiva e funzionale del parenchima endogeno (Strom 1999, Habibullah 1994). Si tratta di casistiche
molto limitate e non randomizzate, che non consentono di trarre alcuna conclusione sull’efficacia
del trattamento.

b. Malattie metaboliche epatiche congenite 

Numerosi studi sperimentali hanno dimostrato che il trapianto di epatociti può correggere le altera-
zioni metaboliche epatiche congenite. Il ratto Gunn, affetto da deficit congenito della coniugazione
epatica della bilirubina, costituisce probabilmente il modello di patologia metabolica più studiato. La
mancata coniugazione della bilirubina ne impedisce l’escrezione biliare provocando accumulo del
pigmento nel plasma e nei tessuti. La sindrome di Crigler-Najjar, patologia corrispondente nell’uo-
mo, è caratterizzata da gravi danni neurologici secondari alla tossicità della bilirubina non coniuga-
ta. Numerosi studi hannno dimostrato che il trapianto di epatociti normali nel ratto Gunn corregge
l’anomalia metabolica con comparsa nella bile di bilirubina coniugata e conseguente calo della bili-
rubinemia, che persiste per molti mesi se si previene la reazione di rigetto mediante farmaci immu-
nosoppressori o mediante trapianto in animale congenico (Groth et al, 1977; Demetriou et al, 1986;
Vroemen et al., 1986; Ohta et al, 1992; Holzman et al, 1993). A queste osservazioni si sono aggiun-
ti numerosi studi su svariati modelli animali di deficit metabolici congeniti del metabolismo epatico

TERAPIA CELLULARE IN EPATOLOGIA



TERAPIA CELLULARE IN EPATOLOGIA

(Gupta et al., 1991; Gupta et al, 1992; Rhim et al, 1994; Rajvanshi et al., 1996; Ilan et al, 1997;
Petersen et al, 1998). Questi risultati positivi sono stati ottenuti con quantitativi di epatociti variabi-
li tra lo 0.5 ed il 3% della massa epatica totale. Più di recente, tuttavia, si è osservato che per otte-
nere una correzione efficiente a lungo termine del deficit metabolico è necessario che si verifichi un
ripopolamento progressivo del parenchima epatico da parte delle cellule esogene trapiantate. Il ripo-
polamento epatico, a sua volta, si realizza se vengono soddisfatte contemporaneamente tre condi-
zioni (Laconi & Laconi, 2002):
• “fare spazio” alle cellule trapiantate, ad esempio mediante epatectomia o inducendo la necrosi

delle cellule parenchimali autoctone;
• indurre uno stimolo proliferativo, ad esempio secondario ad epatectomia;
• creare le condizioni perché si realizzi un vantaggio di sopravvivenza delle cellule trapiantate

rispetto alle cellule autoctone; queste condizioni sono state ottenute in topi transgenici con difet-
ti genetici che portano a morte gli epatociti oppure bloccando la possibilità replicativa degli epa-
tociti autoctoni mediante trattamento con retrorsina o irradiazione con raggi X prima del trapian-
to cellulare. 

È evidente che mentre le prime due condizioni possono essere teoricamente trasferite alla pratica cli-
nica, la terza sarebbe di difficile applicazione nell’uomo. Sono stati descritti nove pazienti con defi-
cit metabolici congeniti del metabolismo epatico di varia natura trattati con trapianto di epatociti, nei
quali si è ottenuto invariabilmente un miglioramento metabolico clinicamente documentabile per un
periodo di tempo variabile da alcuni giorni a molti mesi. Le patologie in questione erano: due pazien-
ti con deficit di a-1-antitripsina; un paziente con sindrome di Crigler-Najjar tipo I; due pazienti con
deficit di ornitiltranscarbamilasi; un paziente glicogenosi tipo Ia; un caso di malattia di Refsum
infantile; 1 caso con deficit di fattore VII; un paziente con deficit di della proteina PFIC2, che rego-
la l’escrezione degli acidi biliari. Tuttavia, almeno due di questi pazienti sono stati successivamente
sottoposti a trapianto di fegato per deterioramento metabolico progressivo a distanza di circa due-
quattro anni dal trapianto cellulare. Questi risultati clinici preliminari sembrano confermare quanto
è emerso dagli studi su modelli animali, ovvero la limitata durata nel tempo del miglioramento meta-
bolico se non si realizzano le condizioni sopra esposte per un ripopolamento parenchimali epatico
efficace. Di recente, tuttavia, uno studio del gruppo di Shafritz ha aperto nuove prospettive in que-
sto campo (Sandhu et al., 2001). In questo lavoro, sono stati trapiantato precursori fetali delle cellu-
le parenchimali epatiche, ottenendo un ripopolamento progressivo del fegato anche senza inibire la
proliferazione degli epatociti endogeni mediante retrorsina. Gli Autori concludono che, a differenza
degli epatociti maturi, che possono ripopolare il fegato solo in presenza di una sostanziale pressione
selettiva, i precursori fetali possono ripopolare l’organo anche in un contesto parenchimale norma-
le. Questi risultati fanno sperare che il problema del ripopolamento epatico possa essere almeno par-
zialmente risolto in futuro utilizzando precursori indifferenziati, quali le cellule staminali, al posto
degli epatociti maturi.

c. Epatopatie croniche acquisite

Recenti risultati sperimentali suggeriscono la possibilità di impiegare il trapianto di epatociti isolati
in corso di cirrosi scompensata (Kobayashi et al, 2000) con lo scopo di migliorare la sintomatologia
clinica per brevi periodi di tempo in attesa di un trapianto d’organo. Tuttavia, l’esperienza clinica
riguardante alcuni pazienti con insufficienza epatica acuta è molto frammentaria e difficilmente
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interpretabile (Strom 1999). L’opinione prevalente è che questa applicazione non sia consigliabile
allo stato attuale delle conoscenze.

Conclusioni

In sintesi, l’ostacolo maggiore per la diffusione del trapianto di epatociti nella cura delle patologie
epatiche è costituito dalla difficoltà di approvvigionamento di cellule da fegati giudicati non idonei
per il trapianto d’organo, ma adeguati per isolamento e trapianto cellulare. Inoltre, permangono
dubbi sull’efficacia del trattamento a lungo termine. Lo sviluppo della terapia cellulare in epatolo-
gia, attualmente ancora in fase sperimentale, dipenderà verosimilmente da due fattori principali: (i)
la disponibilità di una fonte adeguata di cellule adatte al trapianto (epatociti differenziati, epatociti
fetali, cellule staminali e/o progenitrici, purchè in grado di svolgere le funzioni dell’epatocita in
vivo). Questo appare ormai come un obiettivo realizzabile. Il suo raggiungimento consentirebbe di
testare in maniera adeguata le diverse strategie di trapianto cellulare, migliorandone verosimilmente
i risultati clinici. (ii) Il secondo fattore limitante è costituito, come già detto, da una migliore com-
prensione dei meccanismi che regolano la crescita delle cellule trapiantate. Anche su questo argo-
mento le conoscenze sono migliorate: è auspicabile che esse si traducano presto in una strategia che
sia efficace e allo stesso tempo sicura sul piano clinico.
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LE CELLULE STAMINALI EPATICHE

Le cellule staminali possono essere considerate come un sistema di autorigenerazione dell’organi-
smo. Quando una cellula staminale si divide ogni cellula “figlia” ha la potenzialità sia di mantenere
le caratteristiche di staminale che di differenziarsi in un diverso tipo cellulare con funzione più spe-
cializzata. Le cellule staminali sono classificate in base alla loro plasticità, o versatilità differenzia-
tiva, che indica in che grado sono programmate (“committed”) per diventare un particolare tipo di
cellula. Vengono utilizzati diversi aggettivi per descrivere il potenziale differenziativo delle cellule
staminali, ossia la varietà di cellule differenziate cui possono dare origine.

Cellule totipotenti
Sono le cellule staminali più versatili, in quanto hanno il potenziale di formare un organismo intero
e in particolare i 216 differenti tipi di cellule che formano il corpo umano. Lo zigote, o uovo fecon-
dato che deriva dalla fusione dell'ovulo femminile con lo spermatozoo maschile, e le cellule discen-
denti delle sue prime due divisioni sono totipotenti, in quanto hanno il potenziale di dare origine a
tutti i tipi cellulari dell’adulto (ad es. cellule del cervello, del sangue, del fegato, del cuore, ecc) e a
qualsiasi cellula delle membrane extraembrionali e persino ad un intero organismo funzionante. 

Cellule pluripotenti
Somigliano alle staminali totipotenti in quanto possono dare origine a tutti i tipi di tessuti. Tuttavia,
al contrario delle staminali totipotenti, non sono in grado di dare origine all’organismo intero. Al 4°
giorno dello sviluppo nell’uomo l’embrione forma la blastocisti, che contiene due strati, uno ester-
no che diventerà la placenta, e la “massa cellulare interna” che darà origine ai tessuti del corpo
umano in sviluppo. Sono noti tre tipi di cellule pluripotenti:

Cellule Staminali Embrionali (“Embryonic Stem Cells”, ESC): queste possono essere isolate dalla
ICM.
Cellule Embrionali Germinali (“Embryonic Germinal Cells”, EGC): possono essere isolate da pre-
cursori delle gonade nei feti abortiti.
Cellule Embrionali carcinomatose (“Embryonic Carcinoma Cells”, ECC): possono essere isolate dai
teratocarcinomi, un tumore che talvolta occorre in una gonada di un feto. Al contrario delle altre due,
queste cellule di solito sono aneuploidi.

Questi tipi di cellule pluripotenti possono soltanto essere isolati da tessuto embrionale o fetale, e pos-
sono essere proliferare in coltura, con metodiche che impediscono il loro differenziamento.
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Cellule multipotenti
Sono cellule staminali meno plastiche e più differenziate. Danno origine ad una gamma limitata di
cellule nell’ambito di un tipo di tessuto. Ad esempio, le cellule staminali multipotenti del sangue
possono dare origine ad eritrociti, granulociti e piastrine. Le cellule multipotenti si trovano negli ani-
mali adulti (cellule staminali adulte), probabilmente in ogni organo. Il loro ruolo è quello di sosti-
tuire le cellule che muoiono o hanno perso la funzionalità. 

Compartimenti di cellule staminali, di amplificazione e di differenziamento 
Le proprietà generali della cellule staminali somatiche sono state ricavate in gran parte da studi con-
dotti su tessuti ad attività proliferativa continua ed elevato turnover, quali le cellule emopoietiche del
midollo osseo o le cellule epiteliali dell’intestino. In via approssimativa si può ritenere che negli
organismi adulti esistano tre ampie categorie di lignaggi cellulari: (a) il compartimento delle cellule
staminali; (b) il compartimento di amplificazione, che comprende le cellule progenitrici, e (c) il
compartimento di differenziamento. Il compartimento delle cellule staminali contiene cellule che
sono più piccole delle cellule mature, hanno un rapporto nucleo-citoplasma maggiore (cellule bla-
stoidi), hanno un ritmo proliferativo lento (che serve per proteggerle dagli errori cui sono suscetti-
bili durante la fase di sintesi del DNA;), sono di solito associate a cellule di sostegno, e hanno un
fenotipo fetale che include l’espressione di isoforme fetali di geni tessuto-specifici. 

Le cellule progenitrici sono la progenie delle cellule staminali e costituiscono il compartimento di
amplificazione. Comprendono un ampio spettro di cellule suddivise in distinte sotto-popolazioni,
alcune con potenziale differenziativo in molteplici linee cellulari simile a quello delle cellule stami-
nali somatiche (cellule progenitrici precoci o cellule staminali/progenitrici), e altre che sembrano
avere progredito ulteriormente lungo la via del differenziamento e producono una progenie corri-
spondente ad una singola linea cellulare (cellule progenitrici tardive). Le cellule determinate sono
cellule pluripotenti che danno origine ad alcuni, ma non a tutti, i possibili tipi cellulari adulti; hanno
intenso potenziale di crescita e forse la capacità di auto-replicarsi. I progenitori programmati (“com-
mitted”), derivati dalle cellule staminali, hanno perso la loro pluripotenza, e sono precursori di un
singolo tipo cellulare.

Contrariamente alle cellule staminali somatiche, le cellule progenitrici sono di solito rapidamente
proliferanti, dando origine ad una notevole espansione della popolazione cellulare, ma sono in grado
solo di ripopolamento tissutale a breve termine. La loro espressione genica tessuto-specifica può
essere intermedia fra il fenotipo fetale delle cellule staminali e il fenotipo adulto delle cellule matu-
re. Le cellule progenitrici non sono auto-rinnovanti o in grado di essere trapiantate serialmente, e
vengono di solito chiamate “cellule in transito” o “cellule transitorie di amplificazione”.

Le cellule del compartimento di differenziamento mantengono la capacità di dividersi lentamente
nello stadio di quiescenza del tessuto, o più rapidamente nei momenti di rigenerazione, e subiscono
un processo di maturazione graduale con infine una fase di differenziamento terminale che culmina
nella morte cellulare programmata con modalità tessuto-specifica. 

L’irreversibilità del processo di differenziamento richiederebbe che i geni delle vie di differenzia-
mento alternative siano repressi in modo irreversibile. Tuttavia, il paradigma dell’uni-direzionalità e
gerarchia delle linee cellulari viene ora messo in discussione da diverse pubblicazioni su processi di
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ri-programmazione delle funzioni di cellule somatiche. Esempi classici includono la clonazione di
animali e la derivazione di cellule staminali embrionali (embryonic stem cell, ESC) dopo trapianto
di nucleo somatico in un oocita. La ri-programmazione epigenetica avviene anche dopo fusione di
cellule somatiche con ESC o con cellule germinali embrionali (embryionic germ cells, EGC). Infine,
la stimolazione ormonale, o la co-cultura ha dimostrato di promuovere il differenziamento di mio-
blasti in adipociti, cellule pancreatiche in epatociti, cheratinociti in mioblasti e cellule endoteliali in
cardiomiociti. Tuttavia, questi processi hanno tuttora lo svantaggio di essere ottenuti con bassissima
efficienza e il loro sviluppo richiede un maggiore approfondimento dei processi regolatori che con-
trollano la funzione delle cellule. Perché una cellula adulta diventi plastica in termini di differenzia-
mento, essa deve superare i meccanismo di repressione genica, quali l’ipermetilazione di residui di
citosina vicini di residui di guanina (CpGs) nelle direzione 5’, oppure la metilazione e/o la deaceti-
lazione di proteine istoniche.

Come elencato nella TABELLA 1, le proprietà delle cellule staminali contrastano con quelle delle
cellule progenitrici o delle cellule somatiche pienamente differenziate tessuto- o organo-specifiche. 

Le cellule differenziate in modo terminale, tessuto- o organo-specifiche dei tessuti adulti dei mam-
miferi vengono di solito considerate come non proliferanti, o capaci di proliferazione molto limita-
ta. L’epatocita è una ben nota eccezione, perché può rientrare nel ciclo di divisione cellulare per sosti-
tuire la massa epatica in seguito ad epatectomia parziale. Inoltre, l’epatocita può persino essere uti-
lizzato per trapianti seriati, proprietà tradizionalmente considerata come caratteristica esclusiva delle
cellule staminali.

TABELLA 1. Confronto tra le proprietà delle cellule staminali, delle cellule progenitrici e delle cel-
lule differenziate (Shafritz & Dabeva, 2002; autorizzazione concessa)

Cellule staminali
Auto-rinnovanti (di solito proliferando lentamente)
Multipotenti (producendo una progenie in almeno due linee cellulari)
Capacità di ripopolamento tissutale a lungo termine
Trapiantabili in modo seriato

Cellule progenitrici
Incapaci di auto-rinnovamento (di solito in rapida proliferazione)
Multipotenti o unipotenti (producendo una progenie differenziata)
Capacità di ripopolamento dei tessuti a corto termine
Non trapiantabili in modo seriato

Cellule completamente differenziate 
Fenotipo tessuto-specifico fisso (con capacità di alterare livelli di espressione di geni specifici a
seconda delle condizioni microambientali locali)
Incapacità o capacità molto limitata di proliferare
Non trapiantabili in modo seriato
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TABELLA 2. Classi e proprietà dei precursori cellulari (adattato da Susick et al., 2001; autorizza-
zione concessa; Copyright 2001 New York Academy of Sciences, U.S.A."   )

Ruolo del microambiente

Il comportamento delle cellule dipende in larga misura dall’interazione con il loro macro- e
microambiente. Il macroambiente di una cellula è controllato da fattori fisici che regolano il meta-
bolismo, ad es. la temperatura e i livelli di ossigenazione, e da fattori circolanti quali gli ormoni e
proteine biologicamente attive. I fattori che determinano la posizione di una cellula nell’ambito di
una linea cellulare dipendono non solo da una combinazione di meccanismi intracellulari autonomi,
in relazione al numero di divisioni cellulari subite o dal tempo di vita della cellula (riarrangiamenti
della cromatina, eventi di metilazione) ma soprattutto dal microambiente (detto anche “nicchia”),
che è estremamente complesso a causa delle molte potenziali sorgenti di segnali che possono modi-
ficare il comportamento cellulare. Questi comprendono fattori autocrini o paracrini e molecole della
matrice extracellulare (extracellular matrix, ECM). Per ogni singola cellula, il contatto con le cellu-
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le circostanti e con i componenti della MEC crea un microambiente tridimensionale che è caratteri-
stico di quella cellula.

Matrice extracellulare e adesione cellula/matrice

La matrice extracellulare gioca un ruolo di straordinaria importanza per il mantenimento dell’archi-
tettura tissutale e dello stato di differenziamento. Infatti: (a) fornisce una impalcatura strutturale che
mantiene le cellule nella posizione adatta allo svolgimento delle loro funzioni specifiche; (b) per-
mette la migrazione di alcuni tipi cellulari in risposta a fattori solubili (chemotassi) o legati a glico-
proteine e/o proteoglicani (PG) (aptotassi); (c) filtra e convoglia il liquido interstiziale che media gli
scambi metabolici e catabolici fra le cellule; d) immagazzina e sequestra fattori di crescita e di cito-
chine; (e) mantiene le cellule informate su eventi critici che hanno luogo nel loro microambiente, e
che permettono loro di regolare l’espressione di insiemi di geni richiesti per mantenere e/o regolare
l’omeostasi. Quest’ultimo punto è significativo anche in quanto citochine e fattori di crescita attivi
intrappolati nella ECM possono essere rilasciati durante il danno ai tessuti. Perciò, le citochine rap-
presentano la risposta più precoce ai danni e giocano un ruolo chiave nell’attivazione delle succes-
sive cascate infiammatorie e di guarigione delle ferite. Inoltre, dato che le diverse componenti della
ECM hanno molteplici domini la cui attività biologica si manifesta soltanto mediante digestione pro-
teolitica limitata, anche esse contribuiscono alla risposta iniziale al danno rilasciando peptidi con
molteplici attività biologiche. Questi includono, fra altri, peptidi con domini di legame alle cellule,
domini di tipo EGF, sostanze chemotatiche per le cellule infiammatorie e per i fibroblasti, modula-
tori della permeabilità vasale, induttori delle cascate proteolitiche, produzione e attivazione di metal-
loproteasi della matrice. A causa della natura criptica di questi domini, tali peptidi vengono designati
“matricriptine”.

Le cellule si legano alla ECM per ancorarsi, per derivare trazione per la migrazione e per ricevere
segnali dalla matrice e fattori di crescita legati alla matrice. Il legame è mediato da recettori sulla
superficie cellulare (molecole di adesione). La classe più importante di questi recettori è rappresen-
tata dalle integrine. Le integrine si legano alle proteine della ECM in siti di adesione specializzati
che spesso hanno la sequenza tripeptidica Arg-Gly-Asp come sequenza bersaglio per il legame con
le integrine. Mentre la specificità delle interazioni cellula-matrice sembra risiedere nel legame con
le integrine, la maggior parte delle molecole adesive della MEC contengono siti in grado di intera-
gire anche con la componente glicosaminoglicanica dei PG. Il legame dei PG della superficie cellu-
lare sembra giocare un ruolo ancillare nell’adesione cellulare. Alcuni PG della matrice e della mem-
brana fungono da serbatoi di fattori di crescita. La regolazione trascrizionale dei geni tessuto-speci-
fici dipende da effetti cooperativi di ormoni e PG della membrana plasmatica ad eparan-solfato
(HS).
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ISOLAMENTO DI CELLULE STAMINALI EPATICHE

Fonti di isolamento delle cellule staminali epatiche
Tra le cellule oggi comunemente annoverate come cellule staminali epatiche sono sicuramente inclu-
si gli epatoblasti e il più eterogeneo compartimento delle cellule cosiddette ovali. Ad entrambi i tipi
cellulari è stata attribuita una capacità di differenziazione sia in senso epatocitario che colangiocita-
rio. La loro potenzialità differenziativa e rigenerativa è stata in principio desunta in maniera indiret-
ta, per gli epatoblasti attraverso studi condotti sullo sviluppo del fegato nelle fasi embrionale e feta-
le, per le cellule ovali tramite la messa appunto di modelli di danno epatico e di carcinogenesi. Gli
epatoblasti e più genericamente il compartimento dei progenitori epatici, in cui sono state anche
incluse cellule staminali embrionali endodermiche, sono stati isolati prevalentemente in topi e ratti,
in varie fasi dello sviluppo embrionale o da fegati neoformati. Non mancano, tuttavia, isolamenti da
campioni di fegato umano ottenuti da interruzioni volontarie di gravidanza. Le cellule ovali, com-
prendendo con questo termine il vasto gruppo di cellule simil-staminali identificate nel fegato del-
l'adulto, sono state isolate sia da fegati normali che patologici, sia animali che umani. 

Recentemente è stato descritta la possibilità di ottenere cellule staminali a differenziamento epatico
anche dal midollo osseo. Quest'ultimo è stato utilizzato sia in toto che dopo processi di selezione che
hanno portato all'enucleazione di sottopopolazioni midollari con apparente predisposizione alla dif-
ferenziazione in senso epatico. Cellule staminali con capacità differenziative in senso epatico sono
state ottenute anche dal pancreas e dalle cellule mesenchimali del midollo osseo.

Riassumendo pertanto si potrebbero identificare i seguenti gruppi di cellule staminali epatiche in
base alla fonte di isolamento:
Cellule staminali epatiche di derivazione embrionale/fetale, tra cui gli epatoblasti e le cellule stami-
nali embrionali endodermiche.
Cellule staminali epatiche da fegati adulti normali e patologici: staminali quiescenti e oval cells
Cellule staminali epatiche di derivazione midollare
Cellule staminali epatiche di derivazione mesenchimale del midollo osseo
Cellule staminali epatiche di derivazione pancreatica

Metodiche di isolamento e purificazione

Immunoadsorption “panning”. Già nel 1994 Sigal et al. hanno messo a punto un metodo di isola-
mento cellulare immunomediato. Il procedimento si basava sulla separazione delle componenti cel-
lulari ematologiche (eritoride, mieloide e linfoide) dall’insieme di cellule ottenute da fegati fetali
digeriti di ratti. In pratica la sospensione di cellule fetali veniva incubata con due anticorpi primari
riconoscenti, rispettivamente, antigeni comuni a macrofagi, emazie e cellule endoteliali, mieloidi e
linfoidi. Una volta applicato l’anticorpo primario le cellule venivano piastrate su “dischi di adesio-
ne” ricoperti di un anticorpo secondario in grado di riconoscere e legare la porzione costante degli
anticorpi primari. Le cellule che rimanevano adese costituivano la componente ematologica del fega-
to fetale, mentre le cellule che rimanevano in sospensione costituivano il compartimento epatico che
veniva quindi prelevato.
Si tratta di un processo di selezione negativa: l’isolamento viene effettuato scartando le popolazioni
cellulari tra cui si presume non risiedano le cellule staminali epatiche.
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FACS (flow cytomtery cellular sorting). La citofluorimetria è sicuramente la metodica sino ad oggi
più utilizzata per l’isolamento delle cellule staminali. Il processo di selezione in questo caso preve-
de che il pool di cellule tra cui si ritiene sia presente la popolazione staminale epatica venga incu-
bato con un anticorpo coniugato con uno o più marker fluorescenti. Quest’ultimi possono ricono-
scere un antigene di pertinenza della popolazione staminale -in tal caso verranno selezionate le cel-
lule marcate con fluorescenza- oppure marker che non espressi dalla popolazione staminale –in tal
caso verranno selezionate le cellule non fluorescenti. Pertanto tramite il FACS è possibile operare
ripetute selezioni positive o negative o una combinazione delle due. La metodica permette che è ad
oggi la più accurata consente inoltre di valutare altre caratteristiche cellulari come le dimensioni
della cellula e la complessità del citoplasma.
L’isolamento delle cellule staminali epatiche è stato condotto generalmente attraverso ripetuti pro-
cessi di selezione a citofluorimetria, ricercando la positività o più spesso la negatività di determina-
ti antigeni cellulari. 
La citofluorimetria è stata altresì utilizzata per caratterizzare le caratteristiche fenotipiche di popo-
lazioni che in vitro dimostravano capacità di espansione clonale e di automantenimento tipiche delle
cellule staminali.

MACS. La metodica di isolamento immunomagnetico sfrutta lo stesso principio della citofluorime-
tria. Anche in questo caso si utilizzano degli anticorpi rivolti verso antigeni cellulari di superficie.
La separazione materiale delle cellule avviene utilizzando un anticorpo secondario legato a micro-
sfere magnetiche e facendo poi passare la popolazione cellulare di partenza attraverso “filtri”
magnetici. Anche in questo caso sono possibili sia selezioni positive, ovvero isolando cellule che
esprimono un determinato antigene, che selezioni negative ovvero raccogliendo cellule negative per
un determinato antigene.

Separazione su gradiente. Il gradiente di densità è utilizzato per separare da una sospensione cellu-
lare non omogenea cellule con differenti caratteristiche morfologiche. La centrifugazione permette
di separare nei vari strati differenti tipi cellulari sfruttando le loro differenze morfologiche.

Clonogenic assay. Dopo l’isolamento non sempre si ottengono popolazioni omogenee, come nei casi
in cui vengono operate selezioni negative, a seguito delle quali si escludono determinati tipi cellula-
ri conservando una popolazione di cellule che ha in comune solo l’assenza di determinati marker.
Dal momento che in tale insieme di cellule sono presenti sia cellule staminali che non, si cerca di
distinguere le une dalle altre attraverso procedimenti di coltura in vitro. Le cellule staminali si distin-
guono per la loro capacità di dare origine a popolazioni cellulari differenziate e dal fatto che sono in
grado di automantersi in vitro per un periodo di tempo teoricamente illimitato.
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Tabella: Metodiche di isolamento di cellule staminali epatiche da fonti diverse

Isolamento di cellule staminali epatiche di derivazione embrionale/fetale: criteri e metodiche
di isolamento, caratteristiche cellulari.

Alcuni tra gli studi più rigorosi che hanno portato all’identificazione di linee cellulari con proprietà
staminali epatiche hanno utilizzato come fonte di isolamento tessuti embrionali e fetali. 
In alcuni casi l’isolamento è stato ottenuto utilizzando come criterio di selezione una ipotesi di iden-
tità fenotipica. Altre volte l’identificazione è avvenuta dopo la coltura di popolazioni cellulari non
omogenee con successiva caratterizzazione delle cellule con capacità clonogeniche (clonogenic
assay). Talvolta questi due approcci venivano associati ovvero si procedeva all’isolamento di cellule
con proprietà clonogeniche dopo aver ristretto lo studio ad una popolazione con determinate carat-
teristiche fenotipiche.

Tabella: Isolamento di cellule staminali epatiche di derivazione embrionale/fetale: criteri e metodi-
che di isolamento, caratteristiche cellulari. 
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IDENTIFICAZIONE NEI TESSUTI  DELLE CELLULE STAMINALI TRAPIANTATE:
CONCETTI GENERALI

La valutazione dell’efficacia terapeutica dell’uso delle cellule staminali richiede tra l’altro la loro
identificazione e quantificazione a livello degli organi bersaglio. La possibilità di identificare le cel-
lule trapiantate nel lungo periodo, una volta che siano differenziate, è condizionata dall’esistenza di
differenze documentabili con le cellule dell’ospite, costitutive o funzionali, anche acquisite, che con-
sentano di analizzare gli organi bersaglio con tecniche morfologiche, in grado di evidenziare singo-
le cellule e definirne le caratteristiche. Un esempio applicabile nella sperimentazione animale è
costituito dall’inserimento nel genoma della cellula di geni “reporter” come quello che codifica la
sintesi della GFP, una proteina fluorescente identificabile con microscopia a fluorescenza diretta o
mediante immunoistochimica con anticorpi specifici. Altro esempio di fattore costitutivo, applicabi-
le nell’uomo, è la differenza a livello di DNA fra i due sessi, distinguibile mediante metodiche per
l’identificazione dei cromosomi X e Y in caso di trapianto cellulare discordante per sesso. Le meto-
diche finora descritte in vivo nell’uomo  non sono esenti da limiti che determinano un certo grado
di approssimazione. L’identificazione del cromosoma Y con metodica FISH richiede una correzione
statistica in fase di valutazione legata alle differenti dimensioni del target nucleare in rapporto allo
spessore delle sezioni.  Non sempre infatti nello spessore della biopsia (circa 4 micron) risulta pre-
sente il cromosoma Y anche se la cellula è di origine maschile. In altre parole se si applica come con-
trollo la tecnica FISH su una biopsia epatica di fegato maschile non trapiantato solo una percentua-
le di epatociti oscillante fra il 19% e 72% risulta positiva per il cromosoma Y (rispetto ad un 100%
teorico). Inoltre esistono difficoltà tecniche di vario tipo: la procedura tecnica FISH, per il tipo di
trattamento cui vengono sottoposti i campioni, di “per se” comporta un certo danneggiamento del
tessuto, con possibile perdita di diverse componenti antigeniche che possono rendere difficile il rico-
noscimento del tipo cellulare.  Infine esiste la possibilità del microchimerismo: fino al 70% delle
donne che hanno condotto una gravidanza con la gestazione di un feto di sesso maschile possono
mostrare la presenza di un microchimerismo cromosomico con epatociti positivi per il cromosoma
Y, rendendo pertanto poco attendibili i dati ottenibili con la FISH. In considerazione di quanto appe-
na riportato è facile capire come i dati quantitativi esistenti sul ripopolamento da parte di epatociti o
biliociti del ricevente nel fegato umano trapiantato identificato mediante FISH risultino piuttosto
contrastanti.
Meno dati sono disponibli per quanto riguarda l’utilizzo di anticorpi monoclonali contro antigeni
HLA di classe I per i quali sia presente un mismatch tra donatore e ricevente. In questo caso, i limi-
ti sono rappresentati dalla necessità di utilizzare sezioni di tessuto criostatico, dalla inducibilità  delle
molecole HLA di classe I a livello epatocitario con espressione quindi variabile, dalla limitata  dis-
ponibilità di anticorpi monoclonali che presentino specificità totale per i diversi fenotipi HLA, sulla
cui effettiva espressione a livello dei vari tipi cellulari  esistono pochi dati. Punto di forza di questo
approccio è la semplicità della metodica e la potenzialmente facile standardizzazione, una volta sele-
zionato un pannello di monoclonali commerciali con caratteristiche ottimali.

Sono inoltre allo studio metodiche di marcatura delle cellule con nanoparticelle magnetiche e nuove
metodiche di imaging tramite MRI o PET che consentirebbero di rilevare anche piccole quantità di
cellule in vivo in qualunque tipo di organo o tessuto.
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APPLICAZIONI TERAPEUTICHE DELLE CELLULE STAMINALI EPATICHE: ASPET-
TATIVE E PROBLEMI.

Il trapianto di midollo osseo ha aperto la strada alla terapia con cellule staminali somatiche ( o da
adulto), dimostrandone l’efficacia e la sicurezza. La dimostrazione dell’esistenza di popolazioni sta-
minali residenti in molti organi e tessuti dell’adulto, in associazione con le recenti evidenza speri-
mentali a favore di una notevole plasticità di queste popolazioni cellulari, ha suscitato un’ondata di
entusiasmo terapeutico e ha portato alla nascita di una nuova disciplina, l’Ingegneria Tissutale, con
applicazioni più o meno consolidate nell’ambito della chirurgia plastica, dell’ortopedia e dell’oculi-
stica. Date le ben note capacità rigenerative del parenchima epatico, è ovvio che anche l’Epatologia
sia attraversata da grandi aspettative sulle potenzialità terapeutiche delle cellule staminali. Le consi-
derazioni che seguono cercano di individuare gli obiettivi più immediati e di riassumere i problemi
ancora da risolvere perché la terapia cellulare in Epatologia diventi realtà. Dati i gravi problemi etici
e di sicurezza che precludono tuttora in gran parte l’uso di cellule staminali embrionali, queste con-
siderazioni sono limitate alle cellule staminali da adulto.

A tutt’oggi, l’interesse maggiore per il potenziale impiego terapeutico delle cellule staminali epati-
che riguarda i difetti congeniti del metabolismo epatico. In questo ambito, esistono convincenti
dimostrazioni in modelli animali e importanti analogie terapeutiche nell’uomo (es. terapia dell’o-
steogenesi imperfetta, della leucodistrofia metacromatica e della sindrome di Hurler mediante tra-
pianto di cellule staminali emopoietiche). Sempre in questo campo, la strada è stata aperta dai risul-
tati incoraggianti ottenuti con il trapianto di epatociti. Altre applicazioni potenzialmente di grande
interesse, basate sul potenziale rigenerativo delle cellule staminali per la terapia dell’insufficienza
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epatica acuta e cronica, presentano maggiore complessità e richiedono verosimilmente un significa-
tivo progresso nelle nostre conoscenze, almeno sui meccanismi fisiopatologici che determinano la
risposta cellulare al danno parenchimale.

Esiste ormai un gran numero di lavori che supportano l’esistenza di cellule staminali epatiche di
diversa origine (es. midollare o pancreatica, oltre che residenti nel fegato stesso). Molti di questi
lavori, tuttavia, sono stati eseguiti in roditori, ed i risultati devono essere ancora confermati nell’uo-
mo.

Non esistono ancora metodiche che consentano di isolare con sicurezza le popolazioni di cellule sta-
minali epatiche residenti nel fegato. I lavori che hanno valutato l’esistenza di cellule staminali epa-
tiche di derivazione midollare hanno studiato popolazioni di cellule staminali emopoietiche molto
diverse tra loro. Nella quasi totalità dei casi, inoltre, il ripopolamento epatico è stato osservato solo
in seguito al ripopolamento del midollo osseo in animali soggetti e mieloablazione, con conseguen-
te impossibilità di identificare il fenotipo cellulare che ha compiuto la migrazione nel fegato. Non
esiste dunque evidenza sufficiente in favore di una specifica popolazione cellulare come precursore
parenchimale epatico. I meccanismi alla base del ripopolamento parenchimale (trandifferenziazione
e/o fusione) devono essere ancora chiariti, soprattutto nell’uomo.

Come tutte le cellule staminali da adulto, anche quelle epatiche manifestano scarsa propensione a
proliferare in coltura, almeno con le metodiche attuali. Ciò pone un limite all’impiego terapeutico,
soprattutto in caso di autotrapianto cellulare.

I fattori che determinano lo homing, l’engraftment, la proliferazione e la differenziazione parenchi-
male epatica delle cellule staminali sono complessi ed in parte sconosciuti. Il miglioramento delle
conoscenze in questo campo costituirà la base per un efficace impiego  terapeutico di queste popo-
lazioni cellularì.

L’uso delle cellule staminali potrebbe risolvere uno dei limiti maggiori del trapianto di epatociti,
ovvero la perdita di efficacia nel tempo dovuta forse a fenomeni di senescenza cellulare. Questa ipo-
tesi deve essere tuttavia confermata.

Sebbene il rischio oncogeno derivante dal trapianto di cellule staminali da adulto non sia mai stato
documentato, questa possibilità deve essere presa in considerazione in eventuali trials terapeutici.

Il trapianto cellulare allogenico richiede l’uso di terapia immunosoppressiva, i cui effetti collaterali
devono essere controbilanciati da adeguati benefici per poter giustificare l’intervento terapeutico.
Questo problema è chiaramente esemplificato dal trapianto di insule pancreatiche, cui si fa ricorso
solo in casi selezionati e generalmente in pazienti già destinati a terapia immunosoppressiva per tra-
pianto d’organo (fegato o rene), preferendo negli altri casi la terapia insulinica. È difficile ipotizza-
re lo sviluppo su larga scala della terapia cellulare se non verranno sviluppate metodiche per indur-
re la tolleranza immunologica nei confronti delle cellule allogeniche trapiantate, evitando o limitan-
do il ricorso alla terapia immunosoppressiva.
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REQUISITI DI QUALITÀ DELLE BANCHE CELLULARI

L’enorme progresso delle conoscenze nel campo della biologia cellulare e delle biotecnologie ha
consentito, nel corso dell’ultimo decennio, lo sviluppo di tecnologie mirate alla ricostruzione "in
vitro" di tessuti e al trapianto di cellule ed ha messo a disposizione nuove possibilità terapeutiche
attraverso l’impiego di prodotti che utilizzano cellule ottenute "ex vivo" dallo stesso paziente o da
donatori o di cellule di origine animale per bioreattori.

Tale processo è associato alla costituzione di banche cellulari per consentire una pianificazione più
agevole degli interventi di trapianto ed un miglior utilizzo degli organi usati per l’isolamento di cel-
lule. A seconda della necessità operativa, una coltura cellulare può essere crioconservata a diversi
passaggi, sia in forma di prodotto finito dell’ingegneria dei tessuti, ad esempio lembi di epitelio
espanso "in vitro" e associato a biomateriali diversi, sia in forma di sospensione di singole cellule.

Legislazione in tema di banche di cellule e tessuti
L’istituzione di banche di cellule e tessuti è un’esigenza relativamente recente ed in continua evolu-
zione sotto il profilo tecnico, organizzativo ed etico. Non stupisce pertanto che la legislazione in
materia sia in continua evoluzione. Allo stato attuale, possono servire da riferimento le seguenti nor-
mative.
EC Direttivo GMP(documento 91/356/EEC)
EC  “Guida per una buona produzione di prodotti medicinali” incluso Allegato 1 per la produzione
sterile di prodotti medicinali
Decreto Legislativo 19 settembre 1994, n.626 e modifiche seguenti(secondo gli accordi CEE :
89/391/CEE, 89/654/CEE, 89/655/CEE, 89/656/CEE, 90/269/CEE, 90/270/CEE,
90/394/CEE,90/679/CEE, 93/98/CEE, 97/42/CE e 1999/38CE).
Decreto Legislativo 12 aprile 2001, n.206 : riguardante MOGM(secondo l’accordo 98/81 EC).
Directive 2003 of The European Parliament and of The Council of Europe on “Setting standards of
quality and safety for the donation, procurement, testing, processing, preservation, storage and dis-
tribution of human tissues and cells”. Proposta dal Consiglio d’Europa, in attesa di ratifica da parte
del Parlamento Europeo.

Requisiti delle strutture e principi della Good Manifacturing Practice
In assenza di una normativa specifica, quadro di riferimento generale devono essere considerate le
norme Good Laboratory Practice e, per aspetti specifici GMP e ISO9002. Le strutture dovranno
essere in grado di garantire le normali condizioni di sterilità e sicurezza previste dall’attuale norma-
tiva nel caso di prelievi e di interventi chirurgici. Le strutture dovranno richiedere l’accreditamento
per ciascuno degli utilizzi specifici dei "Prodotti dell’ingegneria dei tessuti" previsti. Le preparazio-
ni intermedie dei prodotti (inoculazione, incubazione, centrifugazione e conservate nei tempi inter-
medi in frigoriferi/congelatori) vengono eseguite in laboratori di classe 100.000 (numero di parti-
celle per piede cubo di aria ambiente). I prodotti finiti vengono insaccati in laboratori di classe
10.000. Per motivi di sicurezza si applicano le normative per la manipolazione dei prodotti biologi-
ci (livello3: lavoro con microrganismi in gruppo di rischio 3 ossia che rappresentano un alto rischio
per il personale del laboratorio ma basso rischio per la comunità).
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Prevenzione dalla contaminazione crociata
Si tratta di uno dei più importanti principi GMP per evitare contaminazioni e scambi di materiale.
La prevenzione si attua impiegando stanze, attrezzature e personale secondo il principio “solo un
prodotto alla volta in una stessa stanza” .
Su questo principio sono state formulate le seguenti raccomandazioni : 
• gli strumenti essenziali per il funzionamento di un laboratorio sono : incubatore, centrifuga, fri-

gorifero e congelatore programmabile
• il personale deve occuparsi di un solo procedimento per laboratorio e non deve entrare nelle altre

stanze
• le porte nei laboratori devono essere sempre chiuse
• se prodotti intermedi e/o finiti devono essere conservati nello stesso incubatore/frigo, devono

essere prese misure per marcare chiaramente i prodotti 
• le installazioni rimanenti nella stanza dovrebbero essere separate le une dalle altre da pareti
• l’uso dell’ultra centrifuga per preparazioni cellulari diverse dovrebbe essere definito e controlla-

to

Concetto di magazzino
Per il deposito di materiale(es. materiale pulito, medium, sostanze chimiche, utensili, prodotti fini-
ti) si propone uno spazio suddiviso in quattro zone. Questi spazi devono essere così definiti : 
• ricevimento dei materiali e zona pulizie (incluso un ufficio multi uso)
• zona di quarantena
• zona di consegna del materiale
• zona chiusa per prodotti “non consegnati”(molto piccola)

Concetto di controllo di qualità
Per il controllo qualità dovrebbero essere predisposte le seguenti aree:
• laboratorio per test chimico-fisici
• test microbiologici
• altri test biologici

Garanzia di qualità
Tutti gli elementi del GMP sono incorporati in un sistema di Garanzia della Qualità.
L’ obiettivo principale di garanzia di qualità è controllare tutte le attività che possono influenzare la
qualità di un prodotto. Secondo la Guida-Europea QA (Quality Assurance) comprendono tutte le
precauzioni messe in atto con l’obiettivo di assicurare che i prodotti medicali siano della qualità
richiesta per l’uso proposto”.
E’ molto importante stabilire una struttura organizzativa e definire la responsabilità. Il sistema QA
è sotto la responsabilità principale di 2 persone:

• Capo della produzione (del materiale biologico)
• Capo del controllo Qualità (del prodotto finito)

Documentazione
Il sistema di documentazione è cruciale per identificare tutte le attività eseguite a carico di un pro-
dotto. In caso di discrepanza o errore l’identificazione dell’origine può avvenire solo attraverso un
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sistema di documentazione ben progettato e ben mantenuto. Questi documenti comprendono:
• Documenti di produzione (es. istruzioni per la produzione)
• Procedure operative standard per QA e istruzioni di lavoro

Il concetto di igiene
Gli obiettivi del “Piano di igiene” sono:
• definire le zone “pulite” e le loro caratteristiche microbiologiche e tecniche
• regolare l’accesso alle zone “pulite”
• descrivere i requisiti di pulizia e igiene 
• norme di igiene personale e comportamento nelle zone pulite
• definire i controlli microbiologici delle zone pulite.

Accreditamento
Il concetto di convalida comprende le seguenti attività:
• Qualificazione delle zone ad uso specifico e delle installazioni.

La qualificazione è la verifica documentata che le zone a uso specifico e l’equipaggiamento sono
installati e operano in concordanza con il piano approvato.

• Processo di convalida: è l’evidenza documentata che il processo di preparazione produce un pro-
dotto specifico con caratteristiche riproducibili e ben definite. 

Convalida del procedimento di decontaminazione 
Costituisce l’evidenza documentata che un procedimento decontaminazione di pulizia è corretto per
portare il materiale ad un determinato livello di purezza.
• Convalida di un metodo analitico significa che un metodo analitico porterà a risultati consistenti

che riflettono accuratamente le caratteristiche di qualità del prodotto testato.
La convalida dei metodi analitici rappresenta l’evidenza documentata che un determinato metodo
analitico produrrà risultati riproducibili che riflettano accuratamente le caratteristiche di qualità del
prodotto testato.

QUESTIONI ETICHE RIGUARDANTI LA TERAPIA CELLULARE IN EPATOLOGIA

PREMESSE
Nel quadro dei trattamenti delle malattie epatiche terminali acute o croniche, specialmente dell’in-
sufficienza epatica acuta, il trapianto di fegato rappresenta l’intervento di elezione. Ma tale trapian-
to a carattere d’urgenza non sempre risulta effettuabile entro le prime 24 ore; e comunque la dispo-
nibilità di organi per il trapianto a seconda delle diverse necessità rimane limitata e insufficiente.
Emerge quindi la necessità di sperimentare trattamenti alternativi come quelli rappresentati dal fega-
to bioartificiale e dalla terapia cellulare (trapianto di epatociti o di cellule staminali). 
E’ opportuno proseguire nella ricerca iniziata in questi settori, per valutare sicurezza ed efficacia di
tali metodiche. E ciò richiede un’adeguata riflessione bioetica, in prospettiva interdisciplinare, che
accompagni gli studi, da realizzare secondo protocolli sperimentali controllati, in modo da avere
attendibilità dei risultati e tutela di tutti i soggetti coinvolti.
Principi etici ormai consolidati e accettati (dignità della persona umana, beneficità, non maleficità,
autonomia, giustizia) e documenti deontologici e giuridici nazionali e internazionali, offrono ele-
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menti importanti per affrontare le questioni bioetiche, talora nuove, che si presentano.
E non vi è la pretesa di giungere subito a conclusioni definitive, dovendo accettare l’evoluzione di
conoscenze e di ricadute cliniche che segnano tale ambito di ricerca.

1. FEGATO BIOARTIFICIALE
Si possono qui ricordare:
- “Linee guida per la sperimentazione clinica del fegato bio-artificiale”, Consiglio Superiore di

Sanità, 30/09/1998;
- Parere del Consiglio Superiore di Sanità relativo alle prime risultanze sulla sperimentazione cli-

nica del fegato bioartificiale, 12/12/2001;
- Parere del Consiglio Superiore di Sanità sull’uso di epatociti umani anziché suini, 24/05/2002.
Gli studi sul fegato bioartificiale hanno già avuto una generale approvazione, etica e legale; e sem-
bra particolarmente significativa la ricerca che utilizza epatociti umani, evitando i problemi legati
all’uso di cellule di maiale (bio-sicurezza, bio-diversità e immunologici).
Potrebbero essere oggetto di un approfondimento bioetica i seguenti punti:
- sicurezza delle apparecchiature utilizzate;
- procedure di ottenimento e conservazione di epatociti umani;
- elaborazione di protocolli secondo le caratteristiche di studi clinici controllati;
- consenso informato scritto dei soggetti da sottoporre al trattamento con fegato bioartificiale;
- eventuale informazione, su loro richiesta, ai familiari del donatore il cui fegato è risultato non ido-

neo al trapianto e quindi è stato utilizzato per ottenere gli epatociti;
- aspetti legati alla brevettabilità ed eventuali ricadute di tipo economico.

2. TRAPIANTO DI EPATOCITI
Da ricordare la regolamentazione sui trapianti di organo, di tessuti, di midollo osseo.
Da un punto di vista bioetica, occorre far riferimento ai principi etici coinvolti nel tema dei trapian-
ti (espressione di volontà, libertà e gratuità, sicurezza ed efficacia, trasparenza delle procedure…).
Può essere opportuno, ricordando la liceità e validità di tale metodica, approfondire gli aspetti etici
della sicurezza ed efficacia, dell’espressione di volontà alla donazione, del ruolo dei familiari del
donatore, del consenso informato del ricevente, delle modifiche nella lista d’attesa del ricevente.

3. CELLULE STAMINALI
La materia è nuova e in rapida evoluzione sono le ricerche e le possibili applicazioni cliniche.
Occorre ricordare come sia necessario acquisire ulteriori conoscenze da modelli animali prima di
sviluppare gli studi sull’uomo. Inoltre sono da tenere presenti gli aspetti scientifici, ed etici soprat-
tutto, delle ricerche che utilizzano cellule staminali umane ed embrionali, o fetali o adulte. Tenendo
conto del dibattito in seno all’Unione Europea e alla mancanza di indicazioni etiche e norme giuri-
diche precise in tale materia si possono comunque ricordare i seguenti documenti:
- Direttiva Europea: 2001/20/CE;
- GMP (Good Manufacture Practices) Europea;
- DPR 439 del 12/2001 per alcune sperimentazioni che necessitano di autorizzazione ministeriale.

Quindi, dal punto di vista bioetico, sembra opportuna una riflessione su:
- lo stato dell’arte in termini di conoscenze e di possibili applicazioni cliniche di cellule staminali

nelle cure del fegato;
- la preferenza di utilizzo di cellule staminali dal cordone ombelicale o adulte, in quanto essendo
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una fase di ricerca (non si è sicuri della loro efficacia) è generalmente indicato evitare procedi-
menti che suscitano obiezioni etiche rilevanti (ricerca su embrioni umani e loro distruzione);

- l’ elaborazione di protocolli di ricerca secondo i criteri di studi clinici controllati;
- attenzione a valutare qualità (origine del donatore, procedure di trattamento/manipolazione) e

sicurezza ( del paziente ricevente, dell’equipe sanitaria,…);
- ruolo dei Comitati Etici locali e del Ministero della Salute, e prospettive europee;
- consenso informato;
- problema delle cellule staminali (“proprie” o da “donatore”) che vengono utilizzate per ottenere

un altro tipo di cellule/tessuto, e che quindi verrebbero considerate “prodotto medicinale”, con le
relative regole giuridiche e ricadute economiche;

- importanza di un approccio interdisciplinare alla materia e di adeguata comunicazione con la
popolazione e i mass-media.
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