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PRESENTAZIONE2

anche di illuminare le prospettive che si aprono
oggi verso terapie del difetto di base come svilup-
po di queste nuove conoscenze.

Una tematica calda che sta attraendo oggi molti
gruppi di ricerca è quella delle cellule staminali,
embrionali o adulte, per le potenzialità che esse
hanno di essere impiegate per la terapia riparativa
di parecchie malattie su base degenerativa, incluse
alcune malattie genetiche. La fibrosi cistica si can-
dida tra queste, con l’ipotesi che cellule staminali
indifferenziate possano essere veicolate e trapian-
tate a livello polmonare dopo aver subito una cor-
rezione genica ed essere state indotte a moltiplicar-
si e differenziarsi in cellule respiratorie. Siamo cer-
tamente ai primi passi per questa strategia. Al Dr
Guoshun Wang di New Orleans , che con il suo
gruppo ha recentemente prodotto risultati prelimi-
nari molto interessanti, specificamente mirati alla
fibrosi cistica, è stato chiesto di farci il punto sulla
ricerca attiva in questo promettente filone.

In questo Seminario abbiamo voluto inserire anche
un breve report conclusivo sullo studio di revisione
della letteratura, condotto da un gruppo che si è
attivato nell’ambito della Fondazione Ricerca Fibrosi
Cistica, sulla prevenzione e il controllo dell’infezione
respiratoria in fibrosi cistica. Si tratta di una vasta
rassegna critica di tutto ciò che è stato prodotto
negli ultimi anni su questo tema assai controverso,
che coinvolge peraltro in maniera pesante i compor-
tamenti dei centri di cura e le ansie dei malati e del-
le famiglie. Riferirà nella sessione scientifica il Dr
Roberto Buzzetti, che è stato il coordinatore e la
guida di questo gruppo e, nella sessione divulgativa,
il Dr Cesare Braggion, uno degli autori del volume
che raccoglie i risultati di questa fatica e che viene
distribuito ai partecipanti del Seminario. 

Lo scopo dei Seminari di Primavera, giunti que-
st’anno alla terza edizione, è quello di dare eviden-
za ad alcuni dei problemi emergenti nel campo del-
la fibrosi cistica, verso i quali si sta muovendo un
significativo interesse di studio e ricerca. Viene
chiesto per questo l’aiuto di persone che hanno
dato di recente contributi rilevanti a queste proble-
matiche, con l’invito a prospettare ipotesi nuove di
lavoro e linee possibili di sviluppo di ricerca. Il carat-
tere di seminario include l’ampio spazio che viene
dato alla comunicazione degli esperti ma anche alla
discussione che ne dovrebbe seguire.

Il primo tema, affrontato dalla Dr.essa Lidewij
Henneman, una studiosa di Amsterdam attenta alle
dinamiche sociali e alle iniziative di prevenzione che
si sviluppano intorno all’impatto delle malattie
genetiche sulla popolazione, riguarda il ripensa-
mento allo screening dei portatori del gene CFTR. I
tentativi di offrire alla popolazione la possibilità di
identificare il loro stato di eterozigote per questo
gene hanno una storia ormai di 15 anni, data dalla
scoperta del gene CFTR. A tuttoggi, non pare esser-
vi una strategia condivisa sull’opportunità e sulla
fattibilità di uno screening di popolazione. La
Dr.essa Henneman riferisce dell’esperienza olandese
e ricapitola per noi le controversie storiche ed i
pochi punti fermi cui forse si sta arrivando.

Il Dr William Guggino, biologo molecolare di
Baltimora, uno dei più attivi studiosi di fisiopatolo-
gia della proteina CFTR, riferisce delle nuove cono-
scenze acquisite sui meccanismi di maturazione e
di funzionamento di questa proteina canale,
soprattutto nella sua interazione con altre protei-
ne nella complessa macchina cellulare che porta
all’azione di trasporto del cloro nella membrana
apicale. Abbiamo chiesto al Dr Guggino di tentare
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Department of Clinical Genetics
and Human Genetics, VU University
Medical Center, Amsterdam, The
Netherlands

La dr.ssa Lidewij Henneman, scienziata della salute,
ottenne nel 2002 il titolo di PhD al VU University
Medical Center di Amsterdam discutendo la tesi
(promossa dal Prof. LP ten Kate) su ”Preconceptional
cystic fibrosis carrier screening – desirability and
feasibility in The Nederlands”. Ha ricevuto il premio
“Dutch Public Health Award” per questo progetto di
ricerca. La dr.ssa Hhenneman è ora ricercatrice
senior all’Istituto di ricerca per la Medicina Extra-
murale (EMGO) presso il dipartimento di Salute Pub-
blica ed Occupazionale, di Genetica Clinica e Gene-
tica Umana. I suoi interessi di ricerca sono nel cam-
po della genetica di comunità, specialmente degli
screening genetici. Essa supervisiona e coordina
ricerche di persone in formazione su diverse temati-
che: barriere e possibilità per l’implementazione di
screening genetici, rischi della comunicazione nel
tumore ereditario della mammella, conoscenze pub-
biche e professionali e attitudini verso gli sviluppi
della genetica, relazione tra informazione del rischio
genetico, l’immagine di sé stessi e i comportamenti
di salute. Lideij Henneman è segretaria dell’associa-
zione olandese di genetica di comunità nonché
membro del gruppo di lavoro olandese sull’assisten-
za preconcezionale. 

The purpose of CF population-based
carrier screening
For many autosomal recessive diseases, such as
cystic fibrosis (CF), it is possible to investigate
whether a person is an unaffected carrier. If both
partners are carrier, each child has a 1-in-4 risk of
having CF. Population carrier screening is possible
because there is a suitable test available and it
merits evaluation because CF is a relatively com-
mon, serious disease, leading to significant mor-
bidity and early death. Furthermore, reproductive
options are available for identified carrier couples. 
Most carriers do not know that they are a carrier,
so they are not aware of their risk and, in most cas-
es, the diagnosis of a child with CF is highly unex-
pected. Over 80% of the patients are born in fam-
ilies with no history of CF, and it has therefore been
suggested that CF carrier screening in the general
population is warranted (Williamson, 1993). In
addition, Holloway and Brock (1994) have shown
that only 8%-24% of all carrier couples would be
detected if testing the relatives of CF patients was
restricted to the second cousin level and closer (so
called “cascade testing”).
Population-based carrier screening programmes
aimed at the identification of CF carrier status in
couples before the birth or conception of a child,
make it possible to inform these couples about
their risk of having a child with CF. The purpose of
CF carrier screening then is to offer these couples
the opportunity to anticipate on this increased risk,
and to make informed reproductive decisions.
Possible reproductive options for carrier couples
include e.g. avoiding pregnancy, acceptance of the
risk of having a child with CF, prenatal diagnosis
and selective termination of the pregnancy, or
preparation for a child with CF. Although one of
the consequences of screening may be a reduction
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in the number of births of children with CF, or a
reduction in the costs of health care, such reduc-
tions are not a purpose of the screening. A screen-
ing programme that results in a strong reduction in
the number of children born with CF, but does not
enable participants to make an autonomous
informed decision, fails completely.

Target groups for carrier screening

In most countries, population screening for CF car-
riers is not included in standard medical care, and
the debate centres on the question of whether it is,
indeed, desirable, although support for screening is
growing. Carrier screening can theoretically take
place at different times throughout life. Possible
target groups are pregnant women and their part-
ners (pregnancy or prenatal screening), individuals
or couples before pregnancy (preconceptional
screening), school-age children (school screening),
and newborns (neonatal screening). Each approach
has its own pros and cons (Wildhagen et al., 1998).
Carrier screening on newborns and school children
is generally inadvisable due to the time-lapse until
the information is useful and the fact that those
tested cannot decide for themselves whether or
not they want to know if they are a carrier
(Williamson et al., 1993; Wildhagen et al., 1998).
Screening all individuals of reproductive age is
unlikely to be systematic, as many people will not
consider testing to be relevant. Pregnancy screen-
ing and preconceptional couple screening seem to
be the best options for targeting future parents.
Pregnancy screening has a practical advantage
because of existing facilities, and since most preg-
nant women contact their general practitioner or
visit antenatal clinics, the target group is easy to
reach. A disadvantage is that this type of screening
leaves limited reproductive options if both partners
are carriers, and might impose a time constraint
when decisions about prenatal diagnosis have to
be made. Preconceptional screening provides a
maximum number of reproductive options and a
minimum of (time) constraint (Raeburn et al.,
1994), and is worldwide considered to be the most
appropriate strategy for CF carrier screening.
However, one disadvantage of preconceptional
screening is the absence, in most countries, of a
preconceptional consultation system, and there-

fore considerable effort must be made to reach the
target population, i.e. those contemplating preg-
nancy. Given the limited resources that are avail-
able for preconceptional health care, and the fact
that in most countries an antenatal infrastructure
already exists, most CF carrier screening pro-
grammes aim at screening during pregnancy. 
In the Netherlands, where the percentage of
planned pregnancies is high (85%) (De Walle et. al.,
1999), preconceptional screening seems to be the
most suitable option. Prenatal screening could be
used as a ‘safety net’ for pregnant women who do
not attend preconceptionally.

Attitudes towards preconceptional
carrier screening
In general, the target population has positive atti-
tudes towards preconceptional carrier screening
(Poppelaars et al., 2004a; Henneman et al., 2003).
Research has also shown that most parents of
children with CF report that they wish they had
known their risk beforehand (Henneman et al.,
2001), therefore an increase in the number of
prospectively identified carrier couples seems
desirable. In addition, several studies have demon-
strated that most CF patients and their relatives
have a positive attitude towards a routine offer of
CF screening in the population (Conway et al.,
1994; Watson et al., 1991). 
A questionnaire study among 102 potential
providers of screening (representative sample of
Dutch GPs) has shown that 55% had a positive
attitude towards routinely offering screening, and
more than 80% was in favour of informing the tar-
get population about the possibility of having a
carrier test (Poppelaars et al., 2004b). Other studies
confirm these results (Boulton et al., 1996; Watson
et al., 1991). 

Ethical considerations

An important criterion that is applied to genetic
screening programmes is that they should only be
considered if the beneficial aspects outweigh the
harmful aspects in screening. The introduction of
genetic carrier screening programmes in the gen-
eral population raises many psychosocial, ethical,
legal and economic issues and concerns. The possi-

SCREENING DEI PORTATORI 4

FFC Opusc IIISem  11-05-2005  17:19  Pagina 4



ble adverse effects of screening include anxiety
caused by information which cannot be used to
make positive personal choices; undue pressure on
individual choice; social stigmatisation of individ-
uals who might decline an offer of screening; mis-
use of the information, and discrimination based
on test-results after disclosure to third parties such
as insurers or employers. Screening also has impli-
cations for families, since it not only involves the
individual being tested, but also other family
members who have not consented to testing.
Carrier detection has also raised the question of
whether the option of terminating an affected
pregnancy devalues the lives of CF patients or
impedes the search for a cure (Haddow et al.,
1999). Furthermore, questions related to the wide
clinical and ethnic variability, and the changing
prognosis of the disease have been raised, includ-
ing a huge anticipated burden that it would
impose on genetic counselling resources (Grody et
al., 2001).
One of the main technical problems with CF carri-
er screening is that the test to identify carriers is
not 100% sensitive, because not all mutations are
known (in most populations that are of European
origin, approximately 90-95% of CF mutations can
be detected). This means that for couples in which
a mutation is detected in one of the partners, while
the other is negative tested, there will still be a
chance that they are a carrier couple.
Consequently, these so-called +/– couples might be
more anxious because they will have a residual risk
of having a child with CF while they cannot be
offered clear options, such as prenatal diagnosis.
Special attention must be paid to this imperfect
test-sensitivity in the education and counselling
provided when screening is offered. 

Results of a research study on
preconceptional screening
Preconceptional CF carrier screening of couples has
been investigated in a large research study in the
Netherlands, between 1997-2000 (Henneman et
al., 2003). Over 38,000 persons, aged 20-35 years,
were invited by mail either by the Municipal Health
Services (MHS) or by their general practitioner (GP)
to participate in a screening programme with their
partner if they were planning a pregnancy. Pre-test

counseling was provided either during a group ses-
sion or during a GP consultation. Of those who
received an invitation, 20% had a partner with
whom they were planning children. Participation
varied according to the pre-test setting, with the
primary care setting producing the highest rate of
attendance (25%). Whether letters were sent by
MHS or GP had no influence on participation. 559
couples (96%) consented to testing after educa-
tion. The main reason given for not responding to
the invitation was ‘lack of time to attend’ (48%).
Very few couples reported that that they had par-
ticipated only because they felt they could not
refuse. In total 69% of non-participants and 89%
of participants believed that screening should be
offered to all couples that are planning a pregnan-
cy. Eighteen CF carriers were identified; their part-
ners tested negative. Eight participants reported
feeling worried, and seven carriers reported, when
asked, that they felt less healthy (Henneman et al.,
2002). Nevertheless the results suggest that these
drawbacks are tolerable, since the same subjects
would decide to have the test again. Overall, 88%
of participants would recommend testing to oth-
ers. This study has shown that in the absence of
established preconceptional care services, precon-
ceptional CF carrier screening is feasible, both in
terms of practical achievements and target group
accessibility.

Further steps

A more extensive screening study is needed to
answer the question whether implementation of
preconceptional CF carrier screening on a larger
scale is also possible in the Netherlands, and to find
the best way of introducing a national programme
for cystic fibrosis carrier screening. Moreover, pref-
erence has been given to placing pre-test coun-
selling for CF carrier screening into a broader pre-
conception care programme including information
on risk factors in pregnancy (e.g. alcohol, smoking),
and health promoting activities and discussing
their family history. 
The Health Council of the Netherlands has current-
ly established a committee to advice the Minister
of Health Welfare and Sports whether and how
preconception care, including CF carrier screening,
is desirable and feasible. 
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Many proteins participate in the processing of
CFTR from the endoplasmic reticulum (ER) to the
plasma membrane and in organizing CFTR in the
plasma membrane. The presentation will high-
light the role of the PDZ domain proteins in reg-
ulating the trafficking and processing of CFTR
and point to a role for this domain in secretory
diarrhea and CF. 
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La proteina CFTR, un canale del cloro che è rego-
lato attraverso la fosforilazione e l’idrolisi di ATP,
è localizzata sulla membrana apicale negli epiteli
secretori quali le vie aeree e le membrane apicale
e baso- laterale del condotto sudoriparo. La CFTR
media il trasporto di ioni e di acqua attraverso la
barriera epiteliale. Parecchi canali ionici lavorano
di concerto con il canale CFTR. Questi includono i
“canali di rettifica esterna del cloro” (ORCC), i
“canali epiteliali del sodio” (ENaC), e i “canali di
rettifica interna del potassio” (ROMK2) (vedere 2.
per una rassegna sistematica). Il CFTR è anche
funzionalmente associato con enzimi transdutto-
ri di segnale (1). L’interazione funzionale di CFTR
con altre proteine suggerisce che la CFTR può
essere fisicamente associata con queste proteine.

I canali ionici nei tessuti neuronali non sono dif-
fusamente distribuiti lungo i neuroni ma sono
piuttosto localizzati e concentrati presso siti
subcellulari specializzati quali le membrane pre-
sinaptiche e post-sinaptiche. Le proteine di
sostegno che contengono domini PDZ sono lega-
te tipicamente al punto di testa c (C-terminus)
dei canali ionici e li organizzano in complessi tri-
dimensionali in queste sedi (3). Il dominio PDZ è
un dominio di interazione proteica modulare

costituito di 80-90 aminoacidi. Esso fu origina-
riamente identificato nella proteina di densità
post-sinaptica PSD95, nel soppressore Dlg del
tumore della drosofila, e nella proteina ZO-1 del-
le “tight junction” epiteliali (3). Oltre ad interes-
sare canali e recettori sulle membrane specializ-
zate, l’azione delle proteine di sostegno organiz-
za le relative molecole di segnale in complessi
macro-molecolari. Per esempio, la proteina PDZ
InaD localizza il canale recettore transitorio di
potenziale (TRP) a livello di rabdomero, e assem-
bla il TRP in un complesso proteico funzionale
con molecole di transduzione di segnale (4). 

Molte proteine partecipano all’elaborazione della
proteina CFTR a livello del reticolo endoplasmico,
per farla pervenire sulla membrana plasmatica,
ed all’organizzazione della CFTR stessa su tale
membrana.

La presentazione in questo seminario illustrerà il
ruolo delle proteine del dominio PDZ nel regolare
il movimento e la maturazione di CFTR e focaliz-
zerà il ruolo di questo dominio nella diarrea
secretiva e nella fibrosi cistica, con possibili
implicazioni per lo sviluppo di possibili strategie
terapeutiche.
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Terapia della Fibrosi Cistica
basata su cellule staminali

Guoshun Wang

Department of Medicine and Genetics, Gene Therapy
program, Louisiana State University Health Sciences
Center, New Orleans, USA

Il Dr Guoshun Wang, con lauree in biologia cellulare
e molecolare e in medicina veterinaria, insegna
medicina molecolare presso il dipartimento di
Medicina e Genetica dell’Università di Louisiana a
New Orleans. E’ stato ricercatore presso il diparti-
mento di Pediatria nell’Università di Iowa. E’ ora
attivo nel Programma di Terapia Genica presso
l’Università di Louisiana. I suoi interessi di ricerca
sono rivolti soprattutto alle terapie di trasferimento
genico con vettori virali. Oggi è largamente impe-
gnato nello studiare le potenzialità di terapia della
fibrosi cistica mediante cellule staminali trattate con
correzione genica. 

Cystic fibrosis (CF)
CF is the most prevalent, fatal genetic disorder in
the Caucasian population, affecting 1 in ~2,500
live births each year. Although CF affects multiple
epithelia-lined organs, the most severe and life-
threatening pathology occurs in the lung. The pri-
mary physiological defect in the CF lung has been
identified as an abnormality in cAMP-mediated
transepithelial Cl- transport and osmotically cou-
pled fluid transport. Clinical manifestations include
abnormally viscous mucus, poor mucociliary clear-
ance, chronic bacterial infections, bronchiectasis
and, eventually, pulmonary failure leading to
death. Studies have linked the CFTR gene defect to
alterations in airway defenses and mucociliary
clearance. Because of the inability to eradicate
infections, bacteria colonize airways, establishing a
persistent infection. The large number of neu-
trophils recruited to the lung release elastase and
other factors causing severe airway damage.
Current therapeutic approaches include a combi-
nation of postural drainage, chest percussion with
antibiotics and bronchodilators, inhaling recombi-
nant DNase, and anti-inflammatory agents. Several
new approaches are under testing, such as antipro-
teases, mucolytic agents, and drugs for correction
of sodium transport abnormalities. Although these
approaches treat the symptoms, none represent a
cure for the CF respiratory manifestations. 

Gene Therapy for CF and the
encountered problems
Since the isolation of the CFTR gene in 1989, intro-
duction of a functional CFTR gene into CF airway
epithelia has been thought to provide the most
direct cure for CF lung disease. Adenovirus vectors
were first exploited to test the hypothesis based on
the fact that adenovirus is a common respiratory
virus in clinics. It was hoped that adenovirus-
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derived vectors would transduce lung epithelia
with high efficiencies. Nine clinical trials using
such vectors have been published. All the data
demonstrated a low efficiency of gene delivery and
high inflammatory responses. Adeno-associated
vectors and non-viral liposomes have also been
tested in CF patients, demonstrating a disappoint-
ing efficacy as well. None of the clinical trials
demonstrated any alteration of sodium hyper-
absorption associated with CF. The pulmonary
epithelium has evolved to prevent the invasion of
the host by microbes and the same strategies act as
barriers impeding efficient gene delivery. The bar-
riers include mucus, lack of receptors, DNA degra-
dation, inefficient nuclear import, lack of vector
integration, and inability to target stem cells.
Given these formidable obstacles to vector-based
gene delivery, other alternative approaches need to
be explored and developed. Using adult stem cells
for CF therapy represents a novel strategy, which
may overcome the aforementioned barriers.

Marrow stem cells 

Stem cells are special populations of cells that are
pluripotent and have the capacity for self-renew-
al. Bone marrow contains at lease two types of
stem cells: hematopoietic stem cells (HSCs) and
mesenchymal stem cells (MSCs). HSCs traditionally
differentiate into blood lineages. They have also
shown surprising plasticity to differentiate into
epithelial cells of the liver, gut, lung, and skin
(Krause et al., 2001; Jiang et al., 2002). MSCs tradi-
tionally differentiate into osteoblasts, chondrob-
lasts, adipocytes and hematopoietic supporting
stroma. Recent reports suggest that MSCs can also
differentiate into nonstromal tissues (Prockop et
al., 2003). Even though stem cell research is still at
the early stage of development, promising results
have been reported with the use of HSCs and MSCs
in a number of animal models for human diseases. 

Molecular base for adult stem cell
differentiation
All cells in one individual come from a single fertil-
ized egg. Therefore, cells comprising various tissues
or organs have identical genetic information.
Different differentiation statuses are determined

by transcriptional and translational programs,
which are predominantly affected by micro-envi-
ronments. This speculation has been proved true by
Dolly sheep’s birth (Wilmut et al., 1997). The suc-
cess of cloning animals suggests that cell differen-
tiation does not involve any irreversible genetic
modification. Therefore, adult stem cells should be
able to induce to differentiate into tissues distinct
from those naturally predetermined, if suitable
conditions are provided. Besides differentiation or
transdifferentiation, other mechanisms like cell
fusion have been reported, which are still benefi-
cial therapeutically as long as functional pheno-
type occurs.

The general appeal of mesenchymal
stem cells (MSCs) and the potential
for CF application 
My laboratory is focusing on mesenchymal stem
cells for CF therapy. I would like to discuss MSCs
into some more details. MSCs have attracted
increasing attention for their potential use in cell-
based therapy because they have several appealing
features (for reviews, see Prockop, 1997; Pittenger
et al., 1999): (a) they are readily isolated from a
patient by simple bone marrow aspiration under
local anesthesia. (b) They can be readily expanded
in culture up to a billion fold in 8 weeks. (c)
Although the cells can be expanded rapidly, they
are not immortal. Therefore they do not pose any
danger of producing tumors, as seen with embry-
onic stem cells and with most immortal cell lines;
(c) MSCs can differentiate ex vivo and in vivo into
multiple cell lineages, including osteoblasts, chon-
drocytes, apidocytes, myocytes, pneumocytes,
epithelial cells, and early neural precursors; (e) They
can be readily transduced with genes with the use
of viral and nonviral vectors; (f) The cells have the
remarkable property that they home to sites of tis-
sue injury and repair the tissue either by differen-
tiating into tissue-specific cell phenotypes or by
creating a milieu that increases the capacity of the
endogenous cells to repair the tissue. 

In an early study of MSC transplantation and
engraftment, Pereira and colleagues (1998) inject-
ed collagen-I modified MSCs into the tail vein of
sublethally irradiated mice and determined that
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MSCs could be localized to the lung, bone, and
cartilage for as long as five months post-trans-
plant. Jiang et al. (2002) demonstrated that adult
MSCs differentiate into all three germ layers and
tissue-specific cell types including airway epithe-
lium, when injected into an early blastocyst. It has
also been documented that adult mouse MSCs dif-
ferentiated into type I pneumocytes in bleomycin
injured lungs (Kotton et al. 2001). In a more recent
study, Ortiz and colleagues demonstrated that
MSCs traffic to the lung in response to injury with
bleomycin, adopt an epithelium cell-like morphol-
ogy, and promote the reduction of bleomycin-
induced inflammation and collagen deposition
(Ortiz et al., 2003). Recently, human MSCs have
identified to differentiate into cells that morpho-
logically resemble airway epithelial cells and to
express epithelial-specific genes as they differen-
tiate (Spees et al., 2003). In a different setting,
Grove et al (2002) transplanted retrovirus-trans-
duced bone marrow stem cells into sublethally
irradiated mice. They found that the donor stem
cells repopulated in the lung and differentiated
into lung epithelium. These results suggest the
pluripotency of mesenchymal stem cells, indicat-
ing that adult MSCs have the potential for thera-
py of lung diseases.
In my laboratory, we tested the hypothesis that
MSCs from CF patients can be isolated, expanded
and gene-corrected, and the gene-corrected CF-
MSCs have the ability to correct the CF-associated
Cl- secretion defect by functionally transporting
this anion to the apical side (Wang et al., 2005). We
first co-cultured human MSCs with primary human
airway epithelial cells at the air-liquid interface.
Expression of epithelia-specific genes, such as

cytokeratin 18 and occludin, was induced, suggest-
ing that under such a co-culture condition, MSCs
differentiated into epithelium. Furthermore, we
isolated MSCs from several CF patients. The CF-
MSCs were amenable to CFTR gene correction. The
CFTR-corrected CF-MSCs still retain their potential
of differentiating into osteoblasts, adipocytes and
chondroitcytes. Importantly, the gene-corrected
CF-MSCs can contribute to the apical chloride
secretion in response to cAMP stimulation. These in
vitro results proved the principle of using MSCs for
the treatment of CF. 

Stem cell for CF therapy: challenges
and future perspectives
Even though the in vitro results look promising and
marrow stem cells have the potential, this
approach is still at the very early research stage.
Three major issues would have to be resolved
before any clinical trial attempts: 1) how to effi-
ciently recruit CFTR-gene-corrected stem cells to
the lung? 2) how to efficiently induce the gene-
corrected stem cells to differentiate into lung
epithelial cells to achieve therapeutic effects in
vivo? 2) how to safely gene-correct stem cells from
CF patients? Basic research on stem cell biology
and stem cell engineering is critical to improve our
understanding of the underlying cellular mecha-
nisms for stem cell differentiation and to achieve
directional stem cell homing and engraftment to
CF lungs. Methods to functionally test stem cell
differentiation in CF lungs need to be developed. A
suitable animal model is also needed to test the
stem cell-based approach.
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La terapia genica della fibrosi cistica
e i problemi incontrati

Da quando fu isolato il gene CFTR nel 1989, si è
pensato che l’introduzione di un gene CFTR funzio-
nante negli epiteli delle vie aeree CF potesse fornire
la cura radicale più diretta per la malattia polmo-
nare CF. Furono utilizzati dapprima come vettori del
gene gli Adenovirus, con l’intento di testare l’ipote-
si basata sul fatto che l’adenovirus è un comune
virus respiratorio di interesse clinico. Si sperò che i
vettori derivati dall’adenovirus avrebbero trasferito
il gene agli epiteli polmonari con grande efficienza.
Sono stati pubblicati 9 studi clinici basati sull’im-
piego di tali vettori. Tutti i dati hanno dimostrato
una bassa efficienza nella capacità di trasferire il
gene nonché risposte infiammatorie come effetto
collaterale. Sono stati testati in pazienti CF anche
virus adeno-associati e vettori liposomici ma essi
hanno mostrato la stessa deludente efficacia. Nes-
suno degli studi clinici ha dimostrato alcuna modi-
fica dell’eccesso di assorbimento di sodio tipica-
mente associato a CF. L’epitelio polmonare si evolve
in maniera tale da prevenire l’invasione dell’ospite
da parte dei microbi ed esso mette in atto le stesse
strategie difensive offrendo barriere per impedire un
efficiente trasferimento del gene. Tali barriere inclu-
dono: il muco, la mancanza di recettori, la degrada-
zione del DNA, l’inefficiente importazione del DNA
genico nel nucleo, la mancanza di integrazione del
vettore con il genoma dell’ospite nonché la inettitu-
dine ad interessare le cellule staminali. Stanti que-
sti formidabili ostacoli nei confronti del trasferi-
mento di gene basato sui vettori, necessita esplora-
re e sviluppare approcci alternativi. 

La fibrosi cistica (CF)

La fibrosi cistica è la più diffusa malattia geneti-
ca a prognosi grave nella popolazione caucasica:
essa colpisce circa 1 su 2500 nati vivi ogni anno.
Benché la CF interessi molteplici organi rivestiti
da epitelio, la patologia più grave e che compro-
mette la vita riguarda i polmoni. Il difetto fisiolo-
gico primario nel polmone è stato identificato in
una anomalia del trasporto transepiteliale di ione
cloro, mediato da AMP ciclico, e di trasporto, ad
esso osmoticamente accoppiato, di fluidi. Le
manifestazioni cliniche comprendono un muco
abnormemente viscoso, una ridotta clearance
mucociliare (detersione delle vie aeree, ndr), infe-
zioni batteriche croniche, bronchiettasie e con il
tempo insufficienza respiratoria. La ricerca ha
legato il difetto del gene CFTR alle alterazioni del-
le difese e della clearance mucociliare. A causa
della inettitudine dell’organismo ad eradicare le
infezioni, i batteri colonizzano le vie aeree, stabi-
lendo così una infezione persistente. Il grande
numero di globuli bianchi neutrofili reclutato nel
polmone libera elastasi ed altri fattori che causa-
no un grave danno alle vie aeree. Gli attuali
approcci terapeutici includono una combinazione
di fisioterapia respiratoria, antibiotici e broncodi-
latatori, DNasi per via inalatoria, e agenti antin-
fiammatori. Alcuni nuovi approcci sono in corso di
sperimentazione, come le antiproteasi, alcuni
agenti mucolitici, e farmaci per la correzione del-
le anomalie di trasporto del sodio. Benché queste
terapie siano in grado di curare i sintomi, nessu-
na di esse rappresenta una terapia radicale per le
manifestazioni respiratorie.
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L’uso di cellule staminali adulte per la terapia del-
la fibrosi cistica rappresenta una strategia inno-
vativa che potrebbe superare le barriere sopra
menzionate.

Le cellule staminali midollari

Le cellule staminali sono una speciale popolazione
di cellule che sono pluripotenti ed hanno la capa-
cità di autorinnovarsi. Il midollo osseo contiene
almeno due tipi di cellule staminali: le cellule sta-
minali ematopoietiche (HSCs,) e le cellule stamina-
li mesenchimali (MSCs,). Le cellule ematopoietiche
si differenziano in linee cellulari del sangue. Esse
hanno peraltro dimostrato una sorprendente pla-
sticità, nel senso di essere in grado di differenziar-
si anche in cellule epiteliali del fegato, dell’intesti-
no, dei polmoni e della pelle (Krause et al, 2001;
Jiang et al, 2002). Le staminali mesenchimali abi-
tualmente si differenziano in osteoblasti (cellule
dell’osso), condroblasti (cellule della cartilagine)
adipociti (cellule di deposito di grasso) e cellule
dello stroma ematopoietico (tessuto di sostegno
del midollo). Segnalazioni recenti suggeriscono
che le staminali mesenchimali possono anche dif-
ferenziarsi in cellule di tessuti non stromali
(Prockop et al, 2003). Benché la ricerca sulle cellu-
le staminali sia ancora al suo primo stadio di svi-
luppo, sono stati riportati risulati promettenti con
l’uso di cellule staminali sia ematopoietiche che
mesenchimali in un certo numero di modelli ani-
mali per le malattie umane.

Basi molecolari per la
differenziazione
di cellule staminali adulte
Tutte le cellule di un individuo derivano da una
singola cellula uovo fecondata. Pertanto, le cellu-
le che formano i vari tessuti ed organi hanno l’i-
dentica informazione genetica. Le diversità nei
livelli e tipi di differenziazione sono determinate
da cosiddetti programmi di trascrizione (il passag-
gio dell’informazione da DNA a mRNA, ndr) e di
translazione (dall’RNA alla sintesi della proteina,
ndr), che sono in maniera preponderante influen-
zati dai micro-ambienti (tessuti e organi diversi,
ndr). Questa speculazione è stato provato essere
vera con la nascita della pecora Dolly (Wilmut et

al, 1997). Il successo ottenuto nella clonazione di
animali suggerisce che la differenziazione cellula-
re non comporta alcuna modificazione genetica
irreversibile. Pertanto, le cellule staminali adulte
dovrebbero essere in grado di venire indotte a dif-
ferenziarsi in tessuti distinti da quelli naturalmen-
te predeterminati, se si provvede a stabilire deter-
minate condizioni. Accanto alla differenziazione o
transdifferenziazione, sono stati riportati altri
meccanismi, come la fusione cellulare, che conser-
vano un potenziale beneficio terapeutico per tut-
to il tempo in cui il fenotipo funzionale è in gioco. 

La generale attrazione per le cellule
staminali mesenchimali (MSCs)
e le potenziali applicazioni
nella fibrosi cistica
Nel mio laboratorio ci si sta focalizzando sulle cel-
lule staminali mesenchimali per la terapia CF. Mi
piacerebbe discutere di queste cellule con qualche
ulteriore dettaglio. Le MSCs hanno attirato in
misura crescente l’attenzione per il loro potenzia-
le impiego nella terapia cellulare perché esse han-
no alcune caratteristiche attraenti (per alcune
rassegne vedere Prockop, 1997; Pittenger et al,
1999). (a) Esse vengono facilmente isolate da un
paziente per mezzo di una semplice aspirazione di
midollo osseo in anestesia locale. (b) Esse possono
essere facilmente moltiplicate in coltura fino a un
miliardo di volte in 8 settimane. (c) Benché le cel-
lule possano moltiplicarsi rapidamente, esse
peraltro non sono immortali. Pertanto, esse non
presentano alcun rischio di produrre tumori, come
si è visto invece con le cellule staminali di origine
embrionale e con la maggior parte delle linee cel-
lulari immortalizzate. (d) Le MSCs possono diffe-
renziarsi ex vivo e in vivo in molteplici linee cellu-
lari, inclusi osteoblasti, condrociti, adipociti, mio-
citi, pneumociti, cellule epiteliali e primi precurso-
ri neurali. (e) Esse possono essere agevolmente
transdotte (trattate con materiale genico, ndr)
mediante l’impiego di vettori virali e non virali. (f)
Tali cellule hanno la rilevante proprietà di prende-
re posto su siti di danno tissutale e di riparare il
tessuto sia differenziandosi in cellule con il feno-
tipo specifico di quel tessuto oppure creando un
ambiente che aumenti la capacità delle cellule ori-
ginarie a riparare il tessuto. 
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In uno studio preliminare di trapianto e innesto ,
Pereira e coll. (1998) iniettarono cellule staminali
mesenchimali modificate in cellule del collageno-I
in una vena della coda di un topo irradiato in
misura subletale, stabilendo che le MSCs poteva-
no essere localizzate a livello di polmoni, osso e
cartilagine per un periodo di almeno 5 mesi dopo
il trapianto. Jiang e coll. (2002) dimostrarono che
le MSCs adulte sono capaci di differenziarsi in tut-
ti e tre i tipi di foglietti germinali (ectoderma,
mesoderma, endoderma, ndr) e in vari tipi di cellu-
le tessuto-specifiche, tra cui cellule epiteliali delle
vie aeree, quando iniettate in una blastocisti (sta-
dio precoce di sviluppo dell’embrione nella fase
cosiddetta di blastula, ndr). E’ stato anche docu-
mentato che le MSCs di un topo adulto si diffe-
renziano in pneumociti di tipo I (particolari cellule
degli alveoli polmonari, ndr) quando siano state
danneggiate da bleomicina (Kotton et al, 2001). In
uno studio più recente, Ortiz e coll. dimostrarono
che il movimento di MSCs verso il polmone, in
risposta ad un danno provocato con bleomicina,
adotta una morfologia di tipo epiteliale e promuo-
ve la riduzione dell’infiammazione e della deposi-
zione di collageno indotta da bleomicina (Ortiz et
al, 2003). Recentemente, si è visto che MSCs uma-
ne si differenziano in cellule che morfologicamen-
te assomigliano a cellule epiteliali delle vie aeree
ed esprimono geni epitelio-specifici mano a mano
che esse si differenziano (Spees et al, 2003). In un
ambiente diverso, Grove e coll. (2002) trapiantaro-
no cellule staminali midollari transdotte mediante
retrovirus in topi irradiati in misura subletale. Essi
trovarono che le cellule staminali del donatore
ripopolavano il polmone e si differenziavano in
cellule dell’epitelio polmonare. Questi risultati
suggeriscono la pluripotenzialità delle cellule sta-
minali mesenchimali , indicando che le MSCs adul-
te hanno il potenziale per una terapia di malattie
polmonari.

Nel mio laboratorio noi abbiamo testato l’ipotesi
che cellule staminali mesenchimali di pazienti CF
possano essere isolate, moltiplicate e corrette
genicamente e che le MSCs di origine CF corrette
per il gene CFTR abbiano l’attitudine a correggere
il difetto di secrezione del cloro associato a CF
mediante il trasporto di questo anione a livello
dell’apice cellulare (Wang et al, 2005). Dapprima

noi abbiamo coltivato insieme MSCs umane e cel-
lule epiteliali umane primarie delle vie aeree a
livello di una interfaccia aria-liquido. Fu indotta
quindi l’espressione di geni specifici dell’epitelio,
quali i geni della cheratina 18 e dell’occludina,
ricavandone l’indicazione che in tali condizioni di
coltura le MSCs si differenziavano in epitelio.
Inoltre, isolammo MSCs da alcuni pazienti CF. Le
cellule staminali mesenchimali CF venivano quindi
sottoposte a correzione del gene CFTR. Le cellule
staminali CF corrette per il gene CFTR conservava-
no ancora il loro potenziale di differenziarsi in
osteoblasti, adipociti e condrociti. E soprattutto
importante, le MSCs CF geneticamente corrette
potevano contribuire alla secrezione di cloro in
risposta alla stimolazione con AMP ciclico. Questi
risultati ottenuti in vitro provavano il principio che
si potevano usare MSCs per il trattamento della
fibrosi cistica.

Le cellule staminali per la terapia CF:
sfide e prospettive future
Benché i risultati in vitro si siano mostrati promet-
tenti e le cellule staminali midollari abbiano un
sicuro potenziale terapeutico, questo approccio è
ancora ad uno stadio di ricerca molto iniziale. Tre
punti fondamentali dovrebbero essere risolti prima
di ogni tentativo di studio clinico: 1) come convo-
gliare efficientemente al polmone cellule staminali
corrette per il gene CFTR? 2) come indurre efficien-
temente le cellule staminali geneticamente corret-
te a differenziarsi in cellule epiteliali per raggiun-
gere effetti terapeutici in vivo? 3) come correggere
geneticamente con sicurezza per il paziente cellule
staminali provenienti da pazienti CF? 

La ricerca di base sulla biologia delle cellule sta-
minali e l’ingegneria genetica delle cellule stami-
nali sono cruciali per migliorare le nostre cono-
scenze sul meccanismo cellulare che sta alla base
della differenziazione delle cellule staminali e per
ottenere l’orientamento delle cellule staminali a
collocarsi e a trapiantarsi a livello del polmone.
Necessita sviluppare metodi per testare funzional-
mente la differenziazione di cellule staminali nel
polmone. È necessario anche ottenere un modello
animale adeguato per testare l’approccio terapeu-
tico basato sulle cellule staminali. 
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The recent developments in stem cell research
have opened a new arena for potential therapies
and organ regeneration. The findings indicating
the pluripotent capacity not only of embryonic
stems (ES) cells, but also of bone marrow derived
stem cells (BMSC) is a breakthrough in our under-
standing of the nature of stem cells and their ori-
gins (1-5). The finding that BMSC, in particular the
marrow stromal stem cells (SMC) component of
the BMSC, are able to engraft in various organs
and transdifferentiate into cells that comprise the
organ of engraftment and has clear implications
for the repair of organ damage notably in the
lungs(6-8). It is not a significant leap in imagina-
tion to see that these cells might also be effective
for the repair of organs damaged as a resulted of
an inherited disease. In a recent paper by Wang et
al., published in the Proceedings of the National
Academy of Science, USA (9), the authors elegant-
ly demonstrate the pluripotent nature of MSC by
showing that a portion of the MSC take on the
characteristics of the airway epithelial cells with

which they are co-cultured. Since these airway
epithelial cells are directly relevant to cystic fibro-
sis (CF) and are the primary site of the pathology
associated with CF morbidity and mortality, MSC-
mediated repair of CF-associate airway damage
may have therapeutic value.

The authors first showed that MSC from human
subjects differentiate into cells that display mor-
phological and antigenic characteristics of airway
epithelial cells when they mixed with immortalized
CF airway epithelial cells and grown with an air-
liquid interface to potentiate the differentiation of
the epithelial cells. A proportion of the MSC
showed a cuboidal, epithelial-like morphology and
expressed a Green Fluorescent Protein (GFP) mark-
er gene introduced into the MSC to distinguish
them from cultured airway epithelial cells. The
GFP-expressing MSC-derived columnar cells also
showed the presence of the airway epithelial-spe-
cific cytokeratin-18 (CK-18). When the MSC were
mixed with primary airway epithelial cells and
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grown with an air-liquid interface, they showed
the presence of occludin (a tight junction protein);
as many as 10% of the MSCs in the population
were occludin positive. In addition, the MSCs co-
cultured with the airway epithelial cells and
showed occludin expression, were also positive for
CFTR expression. The MSC grown under normal
culture conditions, i.e, submerged, showed only a
typical MSC fibroblastic-type morphology with no
keratin, occludin, or CFTR expression. 

When evaluating the potential for wild-type CFTR
complemented MSCs from CF patients to correct
the cAMP-dependent Cl transport defect associat-
ed with CF, the authors observe an increase in the
IBMX and forskolin stimulated Cl efflux. In these
experiments, the CF MSCs carrying a wild-type
CFTR were co-cultured with the immortalized CF
airway epithelial cells. To obtain the complement-
ed MSCs, the authors took MSCs isolated from a CF
patient and complemented the defective CFTR with
wild-type CFTR contained in a Moloney murine
leukemia virus expression vector. The complement-
ed CF-MSCs were then mixed at various ratios with
the immortalized CF airway epithelial cells. An
increase in the IBMX/forskolin induced current was
observed at all co-culture ratios of wild-type CFTR
complemented MSC/CF airway epithelial cell (5%,
10%, 20% MSC). The authors also detected an
increase in IBMX/forskolin current when the CF
MSCs in the co-culture were not complemented
with wild-type CFTR. This may, in part, be due to
secondary affects of the high concentrations of
IBMX and forskolin used to stimulate cAMP-
dependent Cl efflux of the cells. Because of the
way the Cl efflux assay was carried out, changes in
the “intactness” (i.e., the tight junction integrity)
of the cell monolayer could result in the perception
that there was an increase in transmembrane
transport of Cl. Using this assay, one cannot
exclude the possibility that the Cl might be trans-
versing the monolayer by an extracellular pathway
due to leaky tight junctions. Alternatively, it is also
known that high concentrations of both IBMX and
forskolin will stimulate other Cl transport path-
ways. One or several of these alternative Cl trans-
port pathways might also be activated. The Cl
efflux assay is difficult to perform using an air-liq-
uid interface culture system and this measurement

of Cl ion transport in the co culture system will
need further study. However, there does appear to
be a greater increase in cAMP-dependent Cl efflux
in the co-cultures containing CF MSCs comple-
mented with wild-type CFTR when compared to
co-cultures where the CF-MSC expressed only the
native, mutant CFTR. The observation that the cells
show very little fusion is also significant in that it
appears as if there are conditions under which
fusion can be minimized. Furthermore, the signifi-
cance of fusion as applied to stem cell therapy has
still not been clarified, and the degree of cell
fusion (if any) that can undermine the therapeutic
potential of stem cells will require elaboration.

The authors demonstrate that there are cell-cell
interactions that can influence the differentiated
state of adjoining cells. While not every MSC will
transdifferentiate, there appear to be significant
numbers of the MSCs that will become cells of the
type surrounding them. This may, in part, be due
to the pulipotency of the individual MSCs and the
extent to which an MSC has committed along a
particular differentiated pathway. In this study,
the authors also provide some insight into the
potential of CF MSCs expressing wild-type CFTR to
correct the ion transport defect associated with
CF. These investigations will require further study
and will be strengthened by Ussing chamber
analysis measuring transepithelial ion transport,
especially given that the co-cultures show signifi-
cant transepithelial resistance. 

There are still numerous questions that will need
to be answered before such a therapy can become
viable. Most notable is the engraftment potential
of MSCs in the airways of CF patients. In addition,
the “homing” of the MSCs to specific organ desti-
nations will need to be elucidated. In the case of
CF it will also be important to determine whether
it will be sufficient to correct the airway epitheli-
um since there also appears to be an immune cell
component involve in the progression of the dis-
ease. While this study is a first step in the evalua-
tion of the therapeutic potential of MSCs for CF,
the authors provide data indicates a possible role
MSCs in the treatment of CF and provide insight
into factors that may be important in potentiating
transdifferentiation.

COMMENTO CELLULE STAMINALI 19

FFC Opusc IIISem  11-05-2005  17:19  Pagina 19



References
1. Hadjantonakis, A., and V. Papaioannou. 2001. The stem cells of early embryos. Differentiation 68(4-5):159-66.
2. Wagers, A. J., J. L. Christensen, and I. L. Weissman. 2002. Cell fate determination from stem cells. Gene Ther 9(10):606-12.
3. Prockop, D. J. 2003. Further proof of the plasticity of adult stem cells and their role in tissue repair. J Cell Biol

160(6):807-9.
4. Grove, J. E., E. Bruscia, and D. S. Krause. 2004. Plasticity of bone marrow-derived stem cells. Stem Cells 22(4):487-500.
5. Krause, D. S. 2002. BM-derived stem cells for the treatment of nonhematopoietic diseases. Cytotherapy 4(6):503-6.
6. Kotton, D. N., B. Y. Ma, W. V. Cardoso, E. A. Sanderson, R. S. Summer, M. C. Williams, and A. Fine. 2001. Bone marrow-derived

cells as progenitors of lung alveolar epithelium. Development 128(24):5181-8.
7. Krause, D. S., N. D. Theise, M. I. Collector, O. Henegariu, S. Hwang, R. Gardner, S. Neutzel, and S. J. Sharkis. 2001. Multi-

organ, multi-lineage engraftment by a single bone marrow-derived stem cell. Cell 105(3):369-77.
8. Pereira, R. F., K. W. Halford, M. D. O'Hara, D. B. Leeper, B. P. Sokolov, M. D. Pollard, O. Bagasra, and D. J. Prockop. 1995.

Cultured adherent cells from marrow can serve as long-lasting precursor cells for bone, cartilage, and lung in irradiated
mice. Proc Natl Acad Sci U S A 92(11):4857-61.

9. Wang, G., B. A. Bunnell, R. G. Painter, B. C. Quiniones, S. Tom, N. A. Lanson, Jr., J. L. Spees, D. Bertucci, A. Peister, D. J. Weiss,
V. G. Valentine, D. J. Prockop, and J. K. Kolls. 2005. Adult stem cells from bone marrow stroma differentiate into airway
epithelial cells: potential therapy for cystic fibrosis. Proc Natl Acad Sci U S A 102(1):186-91.

di esse assumono le caratteristiche delle cellule
epiteliali delle vie aeree con cui esse vengono assie-
me coltivate. Poiché queste cellule epiteliali sono
direttamente rilevanti per la fibrosi cistica e sono il
sito primario della patologia associata con l’eleva-
ta morbilità e mortalità della malattia, la riparazio-
ne del danno delle vie aeree per mezzo di cellule
staminali potrebbe avere un valore terapeutico.

Per prima cosa gli autori hanno dimostrato che le
cellule staminali midollari prelevate da soggetti
umani si differenziavano in cellule che mostrava-
no le stesse caratteristiche morfologiche e antige-
niche delle cellule epiteliali delle vie aeree quando
essi le coltivavano insieme con cellule epiteliali
delle vie aeree CF rese immortali e le facevano cre-
scere in un ambiente di liquido ed aria per stimo-
lare la differenziazione delle cellule staminali. Una
quota di cellule staminali mostravano una morfo-
logia cuboidale, simil-epiteliale, ed esprimevano
un particolare gene (GFP) che essi avevano intro-
dotto nelle cellule staminali per riconoscerle e
distinguerle da quelle delle vie aeree coltivate. Le
cellule epiteliali derivate così dalle cellule stami-
nali mostravano anche la presenza di una protei-
na, detta citocheratina -18, specifica dell’epitelio
respiratorio. Quando le cellule staminali erano fat-
te crescere assieme a cellule epiteliali respiratorie

I recenti sviluppi nella ricerca sulle cellule stami-
nali hanno aperto una nuova arena per potenziali
terapie e rigenerazione di organi. I dati che indica-
no la capacità pluripotente non solo delle cellule
staminali embrionali (derivate da embrioni), ma
anche di quelle derivate dal midollo osseo sono un
passo significativo nella nostra comprensione del-
la natura di queste cellule e della loro origine (1 –
5). Il dato che le cellule staminali midollari, in par-
ticolare quelle dello stroma o mesenchima midol-
lare (stroma o mesenchima è il tessuto connettivo
entro cui stanno le cellule progenitrici di globuli
rossi, globuli bianchi e piastrine del sangue, ndr),
siano in grado di trapiantarsi in vari organi e di
differenziarsi in cellule che compongono l’organo
che riceve il trapianto ha chiare implicazioni per la
riparazione del danno di quell’organo, incluso il
polmone (6 – 8). Non è difficile immaginare che
queste cellule possano essere efficaci anche per la
riparazione di organi danneggiati a causa di una
malattia ereditaria.

In un lavoro recente, pubblicato da Wang e colla-
boratori nella rivista Proceedings of the National
Academy of Sciences USA (9), gli autori dimostrano
elegantemente la natura pluripotente delle cellule
staminali midollari, evidenziando che una porzione
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in un ambiente di aria e liquido, esse mostravano
anche la presenza di un’altra proteina, chiamata
“occludina”, che è la proteina che costituisce i
ponti che legano tra loro le cellule dell’epitelio
respiratorio: almeno il 10% delle cellule staminali
erano positive per la presenza di occludina. Inoltre,
le cellule staminali coltivate assieme alle cellule
epiteliali delle vie aeree e caratterizzate dalla pre-
senza di occludina erano anche positive per la pre-
senza di proteina CFTR (la proteina mancante o
difettosa nella fibrosi cistica, ndr). Le cellule sta-
minali fatte crescere in condizioni normali di cul-
tura, cioè immerse nel liquido di cultura, mostra-
vano solamente la tipica morfologia dei fibrobla-
sti (cioè delle cellule del tessuto connettivo di cui
le cellule staminali mesenchimali sono abitual-
mente le progenitrici, ndr), senza la presenza di
cheratina, occludina e CFTR.

Si è poi valutata la potenzialità di correggere il
difetto di trasporto di cloro, caratteristico della
fibrosi cistica, da parte di cellule staminali diffe-
renziate provenienti da pazienti CF, nelle quali si
era indotta la sintesi di proteina CFTR normale:
effettivamente in queste cellule si è riuscito ad
ottenere un incremento di flusso di cloro in segui-
to ad opportuna stimolazione. In questi esperi-
menti, le cellule staminali CF che portavano la pro-
teina CFTR normale erano coltivate insieme a cel-
lule respiratorie CF immortalizzate. Per ottenere le
cellule staminali CF “complementate” da una CFTR
normale sono state prese cellule staminali isolate
da un paziente CF ed in queste si è indotta la pro-
duzione di CFTR normale con un trattamento di
terapia genica per mezzo di un vettore virale (un
virus della leucemia dei topi) recante nel suo con-
testo il gene CFTR normale. Un certo incremento di
flusso di cloro è stato ottenuto anche in esperi-
menti con cellule staminali differenziate ma non
trattate per la CFTR normale, ma questo può esse-
re dovuto a stimolazione di canali del cloro diver-
si dal CFTR. Ma certamente il flusso di cloro era
assai più elevato nelle cellule “normalizzate” per la

CFTR rispetto alle altre. È anche interessante
osservare che, nelle condizioni di esperimento
attuate, la fusione tra cellule, che potrebbe mina-
re l’efficacia terapeutica potenziale delle cellule
staminali, era ridotta al minimo.

Lo studio ha anche dimostrato che ci sono intera-
zioni tra le cellule, che possono influenzare lo stato
di differenziazione di cellule contigue. Mentre non
tutte le cellule staminali si differenziano in cellule
respiratorie, appare tuttavia esservi un numero
significativo di cellule staminali che diventano cel-
lule del tipo di quelle che le circondano. Questo può
essere in parte dovuto alla pluripotenzialità della
singola cellula staminale e al grado raggiunto di un
suo particolare percorso di differenziazione. In que-
sto studio, gli Autori forniscono anche alcuni
approfondimenti sulla potenzialità delle cellule sta-
minali che esprimono la CFTR normale nel corregge-
re il difetto di trasporto ionico associato con la
fibrosi cistica, ma questo richiede ulteriori studi
condotti anche con tecniche alternative.

Ci sono ancora numerose questioni cui necessita
rispondere prima che una tale terapia possa diven-
tare praticabile. Soprattutto importante è cono-
scere la potenzialità delle cellule staminali di tra-
piantarsi nelle vie aeree dei pazienti CF. Inoltre,
l’annidamento delle cellule staminali secondo
destinazioni di specifici organi necessita di essere
chiarito. Nel caso della fibrosi cistica sarà impor-
tante determinare se sarà sufficiente correggere
l’epitelio delle vie aeree, dal momento che appare
esservi anche un coinvolgimento importante di cel-
lule dell’immunità nella progressione della malat-
tia. Se da un lato questo studio rappresenta solo
un primo gradino nella valutazione della potenzia-
lità terapeutica delle cellule staminali midollari per
la fibrosi cistica, d’altro canto gli autori dello stu-
dio forniscono dati che indicano sicuramente un
possibile ruolo di queste cellule nel trattamento
della malattia e provvedono conoscenze sui fatto-
ri che possono essere importanti nel potenziare la
loro differenziazione in cellule respiratorie. 
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Gruppo di Lavoro “Infection Control”, Fondazione per
la Ricerca sulla Fibrosi Cistica (Verona)

Medico, Specialista in Statistica Medica, ha svolto
in passato attività come pediatra ospedaliero e di
famiglia. Successivamente si è dedicato all'Epide-
miologia Clinica ed all'organizzazione dei Servizi
Sanitari, in particolare in ambito infantile. Ha diret-
to l'Ufficio Epidemiologico dell'ASL di Bergamo.
Lavora come consulente presso varie agenzie, tra cui
il CeVEAS di Modena (Centro per la Valutazione del-
l'Efficacia dell'Assistenza Sanitaria), dove si occupa
di EBM e linee guida sia a livello didattico che di
ricerca. Docente in svariati corsi di rilievo nazionale
su argomenti di statistica, epidemiologia clinica,
medicina basata sulle prove e autore di un’ottanti-
na di lavori scientifici, ha, tra i principali interessi
scientifici, la teoria dei test diagnostici, la farmaco-
epidemiologia, la metodologia clinica. Lavora presso
l’Università d Modena e Reggio Emilia, come cultore
della materia di Statistica medica ed Epidemiologia.
È stato conduttore nel 2002-2003 del Percorso For-
mativo “Dai problemi dei pazienti alla ricerca di
soluzioni, tra analisi organizzativa e ricerca clinica”,
organizzato dalla Fondazione FFC. Di seguito è stato
il coordinatore del Gruppo di Lavoro ”Infection Con-
trol” che ha prodotto i contenuti da cui deriva il pre-
sente report. 

Gruppo di Lavoro “Infection Control”, Fondazione
Ricerca Fibrosi Cistica (Verona)

Il Dr Cesare Braggion è dirigente medico presso il
Centro FC di Verona, presso cui opera da circa 25
anni. Egli è presso tale Centro responsabile del servi-
zio di Broncologia e Fisioterapia Respiratoria.
Esperto nella disciplina broncopneumologica, ha
creato e coordinato un qualificato laboratorio di
funzionalità respiratoria, presso il quale si sono for-
mati parecchi medici e tecnici. Si occupa in partico-
lare dell’assistenza a malati severi in insufficienza
respiratoria, tra cui quelli che vengono preparati al
trapianto polmonare. Svolge funzioni didattiche
soprattutto in campo di riabilitazione respiratoria. I
suoi interessi di ricerca sono principalmente rivolti a
tematiche di fisiopatologia respiratoria, monitorag-
gio del paziente in insufficienza respiratoria, aero-
solterapia, fisioterapia e riabilitazione respiratoria. È
attualmente presidente della Società Italiana Fibrosi
Cistica (SIFC) ed ha fatto parte del gruppo di lavoro
“Infection Control”
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La colonizzazione cronica da parte di alcuni
microrganismi è considerato uno dei punti critici
della vita del paziente fibrocistico, forse il più
temuto. È infatti convinzione diffusa, e probabil-
mente fondata, che essa possa portare come con-
seguenza un peggioramento della prognosi. Una
serie di misure “preventive” sono attualmente mes-
se in atto nel tentativo di prevenire l’instaurarsi
dell’evento infettivo: tra queste una serie di misu-
re igieniche orientate a evitare la trasmissione di
germi patogeni da paziente a paziente, specie negli
ambienti di cura. Non sempre tuttavia tali misure,
alcune anche molto impegnative, come la segrega-
zione dei malati, appaiono sorrette da prove solide
della loro efficacia, tant’è che il comportamento
dei diversi Centri (in Italia e all’estero) è parecchio
variabile nei modi e nei tempi di attuazione delle
misure preventive. 

Questo lavoro è stato pertanto mosso dall’obietti-
vo di condurre una revisione critica della lettera-
tura scientifica (1) disponibile sui principali aspet-
ti del controllo dell’infezione, quali:

A. La relazione tra infezioni
ed esiti clinici (prognosi)

B. La trasmissibilità dei vari germi

C. I fattori di rischio
per l'acquisizione dell’infezione

D. Il ruolo delle pratiche igieniche
e dell'ambiente di cura
nel prevenire la diffusione dell’infezione

Per ognuno dei quesiti, sono state esaminate per
un’analisi comparata le linee guida più importanti
a livello internazionale (USA, Regno Unito, Francia,
Europa, CDC) (2-8); ci si è inoltre chiesti quali indi-
cazioni fossero contenute nella letteratura scienti-
fica (revisioni sistematiche, studi sperimentali e
studi di osservazione). 

Risultati

La lettura comparata di ben 7 linee guida interna-
zionali e di circa 400 articoli tratti dalla letteratu-
ra ha permesso di trarre le seguenti conclusioni:

A) Relazione tra infezioni ed esiti clinici/prognosi 
• Sembra essere presente relazione causale fra

prima infezione e infezione cronica da
Pseudomonas aeruginosa (Pa) ovvero la trans-
izione da Pa non mucoide a Pa mucoide.

• Le infezioni croniche da Pa e Burkholderia cepa-
cia complex (Bcc) sembrano associarsi in modo
rilevante a un peggioramento dell’andamento
clinico e della prognosi nei pazienti FC. 

• L’impatto prognostico di Staphylococcus aureus
(Sa) rimane da valutare data la scarsità di dati
disponibili. Lo stesso dicasi per i cosiddetti germi
emergenti: Stenotrophomonas maltophilia (Sm),
Alcaligenes xsilosoxidans (Ax), Micobatteri non
tubercolari (NTMB).

B) Trasmissione e trasmissibilità

C) Fattori di rischio per (o protettivi verso)
l'acquisizione dei germi

• Il sesso femminile si associa ad una acquisizione
più precoce di Pa mucoide cronico.

• La più precoce età di prima comparsa di Pa o di
colonizzazione da Pa, lo stato di infezione da
parte di Pa mucoide o un rischio di acquisire Pa
sono stati associati ad un genotipo con muta-
zioni cosiddette “severe” (classe I, II, III).

• Lo screening neonatale non si associerebbe a un
ritardo di acquisizione di Pa rispetto ad una dia-
gnosi per sintomi.

• Studi di epidemiologia molecolare documenta-
no la trasmissione di cloni di Staphylococcus
aureus (Sa), Staphylococcus aureus multiresi-
stente (Mrsa), Pa, Burkholderia cepacia complex
(Bcc), Sm e Ax fra pazienti. 

• È documentata la trasmissione dei principali
patogeni attraverso il contatto diretto o indiret-
to con le secrezioni.

• La trasmissione per via aerogena dei patogeni
classici della FC non è documentata e la tra-
smissione avviene principalmente attraverso le
goccioline o per contatto diretto.

• I contatti stretti fra pazienti e gli ambienti
affollati facilitano la diffusione di ceppi. 

• Il ruolo dell’ambiente esterno e dell’ambiente
domestico nell’acquisizione dei patogeni classi-
ci della FC, soprattutto per i Gram negativi non
fermentanti, deve essere definito con certezza.
La sorveglianza microbiologica non può riguar-
dare esclusivamente l’ambiente di cura.
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• Le vasche e gli ambienti umidi, costituiscono un
ambiente in cui i gram negativi possono facil-
mente sopravvivere. 

• Tutti gli oggetti connessi con l’ambiente di cura
esposti alle secrezioni dei pazienti possono esse-
re contaminati e possono costituire fonte di
infezione. Il germe si può ritrovare nei lavandini,
sulle mani di pazienti e del personale, nella stru-
mentazione per l’aerosol-terapia e per la spiro-
metria, nell’aria dopo una seduta di fisioterapia. 

• Per Pa. Le conoscenze più consolidate sulla tra-
smissione di Pa sono relative a: 
- Trasmissione di ceppi in pazienti ricoverati

all’interno di strutture ospedaliere
- Trasmissione nei campi di vacanza per

pazienti o trasmissione di ceppi attraverso i
contatti sociali

- Superinfezione da parte di ceppi altamente
trasmissibili

- Ceppi altamente trasmissibili descritti fre-
quentemente come ceppi multiresistenti

- Generale necessità di segregare e evitare la
socializzazione per ridurre il rischio di infe-
zioni crociate

- Incremento di morbilità associato a trasmis-
sione di ceppi epidemici

• Per Bcc. Le conoscenze più consolidate sulla tra-
smissione di Bcc sono relative a: 
- Trasmissione di ceppi in pazienti ricoverati

all’interno di strutture ospedaliere
- Trasmissione di ceppi nei campi estivi o tra-

smissione attraverso i contatti sociali
- Superinfezione con ceppi appartenenti a

diversi genomovars
- Generale necessità di segregare e evitare la

socializzazione per ridurre il rischio di infe-
zioni crociate

- Epidemie su larga scala

D) Ruolo delle pratiche igieniche e dell'ambiente
di cura nel prevenire la diffusione

• Colpisce la disparità di giudizio tra le diverse
linee guida a proposito di disinfezione routina-
ria delle superfici non critiche dell'ambulatorio
FC e degli oggetti con cui i pazienti vengono a
contatto. Non sono stati trovati studi condotti
in ambito FC che abbiano indagato l'efficacia
dei diversi disinfettanti verso i diversi patogeni
respiratori. 

• C'è consenso sulla necessità di sottoporre i dis-
positivi personali a disinfezione periodica ma i
protocolli di disinfezione proposti differiscono
notevolmente. 

• Per quanto riguarda gli scarichi dei lavandini dei
centri FC, noti per essere reservoir di Pa, le linee
guida raccomandano di attuare una disinfezio-
ne regolare.

• L'effetto della partecipazione a campi estivi
specifici per ragazzi con FC, caratterizzati da
rapporti sociali prolungati e ravvicinati, senza
alcuna limitazione, sembra da evitare, pur in
presenza di pareri contrastanti.

• L’applicazione dell’isolamento dei pazienti
durante l’ospedalizzazione ha ridotto l’inciden-
za di nuove infezioni, anche se non l’ha comple-
tamente abolita. Tutte le linee guida concorda-
no sulla necessità di segregare (o separare, iso-
lare) i pazienti con Bcc tra di loro e da tutti gli
altri, sia in regime ambulatoriale che in regime
di ricovero. 

• Viene spesso associata l'introduzione di politi-
che complessive di controllo delle infezioni
(comprendenti la segregazione dei colonizzati),
adottate in due diversi centri FC, ad una ridu-
zione di incidenza e prevalenza di Bcc e Pa. 

• La segregazione viene generalmente intesa dal-
le linee guida come la separazione in giorni di
ambulatorio diversi ma anche, specie per Bcc, in
locali diversi.

• Per i pazienti in regime di ricovero, è ricono-
sciuta da tutte le linee guida la necessità di col-
locare i pazienti in stanze singole con servizi
propri per prevenire l’infezione crociata con
altri pazienti FC.

• Evitare l'affollamento di pazienti in attesa e
ridurre il più possibile i tempi di attesa nella sala
d'aspetto è raccomandato da alcune LG per pre-
venire l’infezione crociata.

• Nelle linee guida, c'è generale consenso sul ruo-
lo delle mani degli operatori nell’infezione cro-
ciata. Tutte le LG raccomandano infatti un'ac-
curata igiene delle mani degli operatori.

• Per quanto riguarda le misure che i pazienti
possono adottare per prevenire le infezioni, le
linee guida sono dunque concordi nel racco-
mandare:
- un'accurata igiene delle mani, specialmente

in occasione dei contatti con i centri di cura;
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- il contenimento delle secrezioni emesse con
la tosse e lo starnuto in presenza di altri
pazienti e in occasione dei contatti con i
centri di cura;

- il mantenimento della distanza di un metro
da tutti gli altri pz FC

- il non condividere con altre persone FC uten-
sili e dispositivi che entrano in contatto con
la mucosa orale e nasale.

- l'evitare situazioni di contatto ravvicinato o
prolungato in ambienti chiusi con altre per-
sone FC e l’evitare il sovraffollamento in
occasioni in cui è probabile la presenza di
persone FC (ad es. congressi, convegni)

• Non esiste consenso sull'efficacia dell'uso della
mascherina da parte dei pz in occasione della
loro presenza nei centri di cura.

Dal punto di vista del metodo

Il livello generale degli studi non è molto elevato.
Sono piuttosto rari gli studi di coorte prospettici.
Talvolta manca anche un vero gruppo di controllo,

Il Gruppo di Lavoro FFC che ha partecipato in gran parte all’analisi della letteratura.

selezionato come tale all’inizio dello studio. La
numerosità dei pazienti studiati è generalmente
piccola, specie negli studi prospettici.
Anche per l’area D (ruolo delle pratiche igieniche e
dell'ambiente di cura nel prevenire la diffusione)
sono pochi gli studi di buon disegno che indagano
l'efficacia di misure di prevenzione delle infezioni
da patogeni respiratori nello specifico ambito FC. 
Molte delle misure storicamente adottate nei
centri FC per prevenire la trasmissione dei pato-
geni (ad esempio la segregazione), sono state
adottate in situazioni di "emergenza" costituite
dal verificarsi di epidemie che hanno provocato
bruschi innalzamenti di morbilità e mortalità tra i
pazienti FC. 
I dati raccolti in ambito specifico FC a sostegno
dell'impiego di queste misure provengono preva-
lentemente da studi retrospettivamente condotti
su dati storici, che hanno indagato sulla presenza
di fattori di rischio, associati nelle persone FC
all'acquisizione di determinati patogeni, oppure
dalla documentazione di particolari vie di trasmis-
sione, oppure dalla individuazione di sorgenti di
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infezione nei luoghi di cura, con conseguente ado-
zione di misure empiriche di prevenzione, basate
quindi sul razionale teorico della presenza di un
dato fattore di rischio o della possibilità di una via
di trasmissione. 
L'efficacia di queste misure rimane nella gran
parte dei casi non sperimentata attraverso la
conduzione di studi controllati, e quindi non pro-
vata. La possibilità di sottoporle a sperimentazio-
ne è controversa e solleva fondati dubbi di carat-
tere etico.

Le linee guida esistenti basano le loro raccomanda-
zioni principalmente su studi o su altre linee guida
non FC-specifiche. In numerosi casi le raccoman-
dazioni sono state formulate sulla base di espe-
rienze cliniche e pareri di esperti; in molti altri casi,
raccomandazioni di forza anche elevata sono fon-
date su prove di efficacia raccolte in campi diversi
dalla FC o sulla identificazione (retrospettiva) di
fattori di rischio per la trasmissione. Solo in un
numero relativamente basso di casi esse sono basa-
te su vere prove di efficacia.

Abbreviazioni
Pa: Pseudomonas aeruginosa
Bcc: Burkholderia cepacia complex
Sa: Staphylococcus aureus (MSSa: Sa meticillino sensibile; MRSa: Sa meticillino resistente)
Ax: Alcaligenes xylosoxidans
Sm: Stenotrophomonas maltophilia
NTMB: Micobatteri non tubercolari
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