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ABSTR AC T

Pluripotent stem cells are the best candidates for a renewable and 

infinite source of β-cells suitable for a future application in cell ther-

apy for type 1 diabetes. Obtaining a cellular product that is safe and 

functional is becoming urgent, as the first clinical trials using stem 

cell-derived β cells are ongoing. This review summarizes the current 

strategies applied in the field of stem cell derived-β cells to improve in 

vitro differentiation and to solve the problems of tumorigenicity and 

immune rejection for a future stem cell based cell therapy. 
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INTRODUZIONE

Il Diabete Mellito di Tipo 1 (DMT1) è una malattia au-

toimmune che porta alla completa perdita delle β-cellule 

producenti insulina a causa di un attacco da parte del 

sistema immunitario. La terapia insulinica associata 

all’utilizzo dei più moderni sensori di monitoraggio con-

tinuo del glucosio permette un controllo fine della gli-

cemia (1), ma non protegge il paziente da complicanze a 

lungo termine quali nefropatia, angiopatia, retinopatia, 

ictus e infarto (2). Il trapianto di pancreas o di isole da 

donatore d’organo è un approccio che permette di ripor-

tare i livelli di glicemia nella norma e ridurre il rischio di 

complicanze (3). Nel trapianto di isole, il pancreas del do-

natore viene digerito e le isole vengono disgregate (4) per 

poi essere trapiantate, tramite infusione in vena porta, 

nel paziente ricevente. Questo approccio è però limitato 

dalla scarsità dei donatori d’organo e dalla necessità di 

sottoporre il paziente a una terapia immunosoppressiva 

a vita (5-6).

Queste limitazioni potrebbero essere superate utilizzan-

do le cellule staminali come una nuova fonte infinita di 

β-cellule. Una cellula staminale pluripotente (PSC) ha il 

potere di auto-rinnovarsi e di poter diventare qualsiasi 

cellula somatica del corpo, compresa la β-cellula. Ci sono 

due principali fonti di cellule staminali pluripotenti, le 

cellule staminali embrionali (ESC) e le cellule staminali 

pluripotenti indotte (iPSC). Mentre le ESC derivano dalla 

massa cellulare interna della blastocisti, le iPSC deriva-

no dalla riprogrammazione di cellule somatiche adulte 

tramite l’espressione forzata di quattro fattori di trascri-

zione (7). I vantaggi principali dell’utilizzo delle iPSC ri-

spetto alle ESC, è che non hanno implicazioni etiche che 

ne limitino l’utilizzo e che, derivando da cellule somati-

che adulte, potrebbero essere utilizzate per una terapia 

autologa (7). Idealmente infatti, le iPSC potrebbero esse-

re generate da una cellula somatica adulta (del sangue, 

della pelle) di un paziente con DMT1, differenziate poi 

in cellule producenti insulina e trapiantate nello stesso 

soggetto (Fig. 1). In questo articolo andremo a trattare le 

attuali criticità presenti nei protocolli di differenziazio-

ne per la produzione di β-cellule mature e funzionali da 

ESC e iPSC, parleremo inoltre della loro possibile appli-
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cazione in una terapia cellulare per il DMT1 affrontando 

i problemi relativi alla sicurezza del prodotto cellulare 

finale e del rigetto immunitario. L’ottenimento di un pro-

dotto cellulare il più possibile sicuro e funzionale sta di-

ventando impellente considerando lo sviluppo dei primi 

studi clinici (NCT03163511, NCT02239354 e NCT04786262) 

condotti trapiantando le β-cellule derivate da ESC in pa-

zienti con DMT1 (8-9). Nel 2006, la scoperta delle iPSC ha 

aperto nuove possibilità per l’utilizzo di cellule pluripo-

tenti nelle terapie cellulari (10). IPSC e ESC hanno molte 

caratteristiche comuni, tra cui morfologia, pluripotenza, 

auto-rinnovamento e profili di espressione genica. Dal 

punto di vista del potenziale di differenziamento, sia le 

ESC sia le iPSC hanno la capacità di differenziarsi in cel-

lule appartenenti ai tre foglietti embrionali, ectoderma, 

mesoderma ed endoderma. Le due tipologie di staminali 

pluripotenti presentano entrambe svantaggi e vantaggi, 

rendendo difficile la previsione su quale sarà la fonte di 

cellule pluripotenti migliore per una futura applicazione 

nella terapia cellulare del diabete (11). Ad oggi, nessun 

studio clinico è stato ancora condotto con β-cellule deriva-

te da iPSC nel campo del diabete. 

DIFFERENZIAMENTO IN VITRO DI CELLULE STAMI-

NALI PLURIPOTENTI IN β- CELLULE PANCREATICHE

I protocolli di differenziamento pancreatico descritti fino 

ad oggi mimano in vitro le fasi dello sviluppo del pancreas 

embrionale passando dagli stadi di endoderma definiti-

vo, intestino primitivo, endoderma pancreatico (o proge-

nitore endocrino) fino allo stadio di β-cellula matura (Fig. 

2).

Figura 1    Schema di terapia autologa con PSC. 
Le cellule somatiche del paziente vengono riprogrammate in iPSC e differenziate in vitro in β-cellule per poi essere trapiantate nello 
stesso paziente. Si stanno apportando continui miglioramenti al processo di riprogrammazione, di differenziamento e nell’otteni-
mento di un prodotto cellulare migliore e più sicuro per il trapianto. PSC=cellula staminale pluripotente; PEC=precursore pancreatico
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I primi tentativi di differenziamento verso lo stadio di 

endoderma definitivo sono stati condotti da D’Amour 

e colleghi, che nel 2005 per la prima volta sono stati in 

grado di ottenere cellule di endoderma definitivo da ESC, 

utilizzando l’Activina A, un membro della superfamiglia 

TGF-β, che come Nodal è essenziale per il differenziamen-

to in endoderma (12). Nel 2006 fu ottenuta per la prima 

volta una cellula insulino positiva differenziata in vitro 

da ESC (13) e due anni più tardi, nel 2008, furono ottenu-

te le prime cellule in grado di secernere insulina in vivo 

(14). Ogni protocollo di differenziamento si basa sull’uti-

lizzo di specifiche citochine e modulatori del segnale che 

vanno ad attivare o inibire pathways chiave dello svilup-

po del pancreas embrionale, come per esempio Transfor-

ming Growth Factor-β (TGF-β), WNT, Fibroblast Growth Factors 

(FGF), Bone Morphogenetic Protein (BMP) e Notch (13, 15-16). 

Nel 2014 Melton e colleghi riportano per la prima volta un 

protocollo di differenziazione 3D in vitro in larga scala, 

in grado di generare centinaia di milioni di β-cellule da 

ESC. Queste nuove β-cellule (denominate SC-β) esprimo-

no marcatori tipici delle β-cellule mature (PDX1, NKX6.1, 

C-Peptide), immagazzinano correttamente l’insulina 

in granuli secretori e secernono quantità di insulina in 

risposta al glucosio paragonabili alle β-cellule adulte. 

Inoltre, queste cellule trapiantate in un modello murino 

sono in grado di secernere insulina, migliorando l’iper-

glicemia nei topi diabetici entro 2 settimane dal trapian-

to (15). L’efficienza del protocollo di differenziamento è 

in continua ottimizzazione per riuscire ad ottenere una 

percentuale sempre maggiore di β-cellule avente una 

funzione il più simile possibile a una β-cellula matura, 

questo anche perché i primi protocolli di differenziamen-

to condotti su linee di ESC portavano ad un differenzia-

mento meno efficiente quando applicato alle iPSC (17). 

Ancora oggi, infatti, si sta lavorando sull’efficienza di 

differenziamento in quanto risulta ancora molto variabi-

le fra laboratori e linee cellulari diverse, con un’efficien-

za massima descritta del 70% di cellule C-peptide positive 

(18). Inoltre va tenuto conto che queste cellule possono 

includere sia cellule funzionali (NKX6.1+/C-Peptide+) sia 

cellule poliormonali non funzionali (Glucagone+/C-Pep-

tide+ e Somatostatina+/C-Peptide+) (17). Tra gli altri pro-

dotti cosiddetti off-target del differenziamento sono state 

identificate anche cellule endocrine mature come cellule 

α e δ, cellule enterocromaffini (19) e cellule progenitrici 

pancreatiche che non hanno raggiunto la completa ma-

turazione. 

Gli studi sulle cellule progenitrici pancreatiche derivate 

da ESC e iPSC hanno dimostrato come queste possano ul-

timare la loro maturazione in vivo, una volta trapiantate 

in topi immunodeficienti diabetici (20-21). Ciononostan-

te, il miglioramento dell’efficienza del differenziamento 

per generare percentuali più elevate di β-cellule in vitro, 

rimane una sfida importante al fine di poter trapian-

tare cellule sempre più pure mature e, di conseguenza, 

sicure. Per migliorare gli attuali protocolli di differen-

ziamento si sta lavorando su diversi approcci, tra cui l’u-

tilizzo di proteine della matrice extracellulare quali la-

minina, collagene e fibronectina come base di coltura per 

le cellule in differenziamento (22) o l’utilizzo di cellule di 

supporto come le cellule endoteliali (23) o le cellule me-

senchimali (24): i fattori del microambiente pancreatico 

possono imitare le condizioni in vivo per promuovere il 

differenziamento in vitro. 

Un altro campo di studio è la ricerca di nuove molecole 

che favoriscano il differenziamento o la maturazione 

della β-cellula. Un recente studio ha ad esempio porta-

to alla luce l’importanza di una corretta attivazione del 

pathway di mTOR, fondamentale per istruire le β-cellule 

a rispondere in modo corretto al glucosio. Infatti, un’ipe-

rattivazione costante nel tempo di questo pathway porta a 

secrezione di insulina difettosa, stress del reticolo endo-

plasmatico e ridotta sopravvivenza delle β-cellule. Perciò, 

l’inibizione di questo pathway negli ultimi stadi del diffe-

renziamento, utilizzando molecole come il Tacrolimus e 

la Rapamicina, potrebbe migliorare la sopravvivenza e la 

funzionalità delle β-cellule (25). Un altro pathway impor-

tante per la generazione e la maturazione delle β-cellule 

è quello di ROCKII, un inibitore della chinasi associata a 

Rho; è stato infatti dimostrato come l’inibizione di RO-

CKII con la molecola H1152 porti ad ottenere delle β-cellule 

derivate da PSC con una migliore capacità di risposta allo 

stimolo di glucosio e in grado di normalizzare la glicemia 

dopo trapianto in un topo diabetico (26).

Attualmente, sono sempre più diffusi la coltura e il diffe-

renziamento di ESC e iPSC in tre dimensioni (3D) all’in-

terno di bioreattori, con lo scopo di mimare l’architettu-

ra e la morfologia delle isole (27) e ottenere un maggior 

numero di β-cellule. Il differenziamento delle PSC può 

essere condotto completamente in 3D (15) oppure può es-

sere condotto in piastre 2D fino allo stadio di precursori 
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pancreatici per poi essere trasferito in 3D nell’ultima fase 

del differenziamento in β-cellule (28).

L A SICUREZ Z A DELLE β- CELLULE DERIVATE DA 

CELLULE STAMINALI NELL’UOMO

La terapia cellulare con β-cellule derivate da PSC si sta già 

applicando nei primi studi clinici. La sicurezza relativa 

al prodotto cellulare finale prima dell’impianto assume 

quindi un’importanza cruciale. Uno dei potenziali osta-

coli da superare è quello legato alla tumorigenicità delle 

PSC (29-30). Caratteristica intrinseca delle cellule pluri-

potenti infatti è la capacità di generare teratomi in se-

guito a trapianto, quindi la presenza anche solo di una 

cellula non completamente differenziata all’interno del-

la popolazione cellulare da trapiantare potrebbe esporre 

al rischio di formazione di teratomi in vivo (29-30). Al fine 

di aumentare la sicurezza delle β-cellule derivate da iPSC 

dal punto di vista del loro potenziale tumorale si sta lavo-

rando su diversi potenziali approcci: 

1.	 Metodo di riprogrammazione più sicuro delle cellule somatiche in 

iPSC. Le iPSC possono essere riprogrammate da qua-

lunque cellula somatica adulta e questo processo è sta-

to inizialmente ottenuto mediante l’over-espressione 

di quattro fattori di trascrizione (Oct4, Sox2, Klf4 e 

c-Myc , i “fattori di Yamanaka”) mediante l’utilizzo 

di vettori retrovirali (10,31). Il grande svantaggio di 

questo metodo è che i vettori retrovirali si integra-

no casualmente nel genoma della cellula, portando 

a un potenziale rischio di mutagenesi inserzionale 

e di instabilità genomica (32-33). Negli anni questo 

problema è stato superato utilizzando metodi alter-

nativi di espressione dei fattori di Yamanaka che 

non prevedono l’integrazione dei fattori di ripro-

grammazione all’interno del genoma. Attualmente, 

i migliori metodi per ottenere iPSC in maniera ef-

ficiente e sicura sono i vettori episomali (efficienza 

dello 0.0006-0.02%) e il Sendai virus (efficienza dello 

0.5-1.4%) (34,35). Recentemente è stata anche messa a 

punto una tecnica di riprogrammazione chimica di 

cellule somatiche in iPSC che potrebbe permettere la 

loro applicazione in clinica senza i rischi legati all’u-

tilizzo di vettori o plasmidi, anche se non integranti 

(36).

2.	 Selezione di cellule pancreatiche differenziate. Un’altra possi-

bilità per aumentare la sicurezza delle β-cellule ot-

tenute da iPSC consiste nella selezione delle cellule 

differenziate o nella selezione negativa delle cellule 

pluripotenti residue che si vogliono eliminare. La 

selezione positiva utilizza anticorpi che legano pro-

teine specifiche espresse sulla superficie delle cel-

lule pancreatiche e può avvenire a diversi stadi del 

Figura 2    Protocollo di differenziamento che segue le fasi dello sviluppo del pancreas embrionale da PSC in cellula 

insulino positiva. 
Il protocollo è suddiviso in 7 stadi nei quali vengono aggiunte specifiche citochine e modulatori del segnale coinvolti nell’attivazione 
(verde) o nell’inibizione (rosso) di specifici pathways. PSC=cellula staminale pluripotente; DE=endoderma definitivo; PGT=primitive 
gut tube, intestino primitivo; PF= posterior foregut, intestino anteriore posteriore; PP=pancreatic progenitor, precursore pancrea-
tico; EP=endocrine progenitor, progenitore endocrino; WNT=Wingless/Integrated signaling pathway; TGF-β=transforming growth 
factor β; SHH=sonic hedgehog; FGF=fibroblast growth factor; BMP=bone morphogenic protein; RA=retinoic acid; PKC=protein ki-
nase C; Notch= Notch signaling pathway; ROCK=Rho-associated protein kinase
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differenziamento, dai progenitori dell’endoderma 

pancreatico (PE) alle β-cellule mature, ma attualmen-

te non sono ancora stati trovati dei marcatori di su-

perficie universalmente condivisi. Negli ultimi anni 

sono stati proposti molti marcatori, tra cui CD24(37), 

CD200 e CD318 (38) per le cellule endocrine matu-

re, e CD142 per i progenitori pancreatici, ma nes-

suno di questi ha avuto seguito in studi successivi.  

Uno dei marcatori di superfice più promettenti è la 

glicoproteina 2 (zymogen granule membrane GP2), 

identificata tramite analisi di espressione genica (39) 

e di proteomica (40). La selezione tramite GP2 è stata 

utilizzata per l’isolamento dei progenitori pancreati-

ci PDX1+/NKX6-1+ derivati da PSC (40). Il differenzia-

mento dei progenitori pancreatici GP2+ è correlato ad 

una migliore efficienza di differenziamento e alla 

formazione di cellule insulino positive più respon-

sive al glucosio (39). Nel 2019 Veres e colleghi hanno 

identificato mediante analisi di trascrittomica il 

marcatore di superficie CD49a/ITGA1. La selezione 

delle cellule CD49+ e loro riaggregazione ha permes-

so di ottenere aggregati che contenevano fino all’80% 

di β-cellule derivate da PSC. Queste cellule erano più 

funzionali e reattive allo stimolo di glucosio in vitro 

rispetto a quelle non selezionate per il CD49a (41). In 

ultimo, un recente lavoro ha riportato l’utilizzo di 

tre anticorpi monoclonali, denominati 4-2B2, 4-5C8 e 

4-5G9, specifici per l’identificazione delle cellule posi-

tive all’insulina derivate da PSC. Questo approccio ha 

permesso di ottenere cluster di cellule simili a isole 

con una migliore capacità di risposta al glucosio (42). 

Queste strategie potrebbero permettere la produzione 

su larga scala di β-cellule derivate da PSC più pure, 

funzionali e potenzialmente sicure.

3.	 Eliminazione delle PSC contaminanti dal prodotto finale. La 

strategia di selezione mediante anticorpi diretti con-

tro marcatori specifici può essere utilizzata anche in 

negativo, andando a sfruttare l’espressione di mar-

catori specifici delle cellule pluripotenti per elimi-

narle dal prodotto finale. Anticorpi contro l’antigene 

(TRA)-1-60 e TRA-1-81 o gli antigeni embrionali spe-

cifici (SSEA), come SSEA-3, SSEA-4 (43) e SSEA-5 (44) 

sono stati utilizzati per selezionare negativamente 

le PSC all’interno di popolazioni cellulari di cellule 

differenziate, ma la selezione mediante citometria 

a flusso non assicura una completa eliminazione 

delle PSC e la procedura di selezione potrebbe im-

pattare sulla vitalità delle cellule differenziate. Per 

questo motivo l’utilizzo di anticorpi è stato associato 

ad agenti citotossici che in seguito al legame dell’an-

ticorpo portano alla morte delle PSC direttamente 

nelle piastre di coltura (45-49). Anche se gli approcci 

presenti in letteratura si sono dimostrati più o meno 

efficaci nell’eliminazione delle PSC, quasi nessuno è 

stato sperimentato sulle β-cellule derivate da PSC per 

la terapia cellulare del diabete. Recentemente è stato 

pubblicato uno studio interessante riguardante un 

nuovo metodo utilizzato per eliminare le PSC residue 

da una coltura di cardiomiociti differenziati. Nello 

specifico, il coniugato anticorpo-farmaco anti-CD30 

Brentuximab Vedotin è stato utilizzato per uccidere 

selettivamente le cellule iPSC, che esprimono alti li-

velli di CD30 (50). Recentemente abbiamo applicato 

questa strategia nel campo del diabete, confermando 

che il trattamento con Brentuximab Vedotin induce 

efficacemente la morte cellulare nelle iPSC residue 

dopo il processo di differenziamento, non intaccando 

l’identità e la funzionalità delle β-cellule differenzia-

te. L’efficacia di questa strategia è stata confermata 

anche in vivo, infatti il trapianto di β-cellule derivate 

da iPSC trattate con Brentuximab Vedotin prima del 

trapianto non ha portato alla formazione di teratomi. 

Questi risultati dimostrano come strategie di elimi-

nazione selettiva delle cellule pluripotenti possano ri-

durre il potenziale tumorale delle PSC contaminanti, 

migliorando la sicurezza delle β-cellule (51). 

4.	 Controllo delle cellule tumorali tramite l’editing genetico con 

l’inserimento di un gene suicida. L’editing genetico è una 

nuova strategia utilizzata per controllare il prodotto 

cellulare finale, anche dopo il trapianto, dotando le 

cellule di un gene suicida in grado di eliminare al bi-

sogno le PSC residue e le cellule differenziate che po-

trebbero subire una trasformazione maligna in vivo 

(52). In generale, per l’editing delle PSC, deve essere 

scelto un vettore in grado di fornire un inserimento 

stabile ed efficiente del costrutto, in quanto il gene 

inserito deve poter essere mantenuto nello stato 

pluripotente, nella progenie, durante il differenzia-

mento e nello stadio finale. Inoltre, non deve andare 

incontro a silenziamento, riduzione dell’espressione 

o modifiche dovute a mutazioni. I geni suicidio più 

comunemente usati svolgono la loro funzione attra-
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verso un’attività enzimatica di conversione di un 

farmaco in un composto tossico. Qadir e colleghi 

hanno applicato questo approccio nel campo delle 

β-cellule derivate da PSC tramite un doppio approc-

cio “fail-safe”, in grado sia di uccidere la frazione re-

sidua di PSC, sia di selezionare le cellule producenti 

insulina. In particolare, hanno utilizzato come gene 

suicida la timidina chinasi del virus herpes simplex 

(HSV-TK) posta sotto il promotore della trascrittasi 

inversa della telomerasi (hTERT), altamente espresso 

solo dalle cellule staminali e dalle cellule tumora-

li. Questo ha permesso la morte selettiva delle PSC 

dopo l’esposizione al Ganciclovir (GCV). Allo stesso 

tempo, la nitroreduttasi associata a E. Coli (NTR) è 

stata utilizzata per selezionare le cellule positive 

all’insulina. Poiché questo costrutto è affiancato da 

siti loxP, ed è eliminato dall’espressione di Cre posto 

sotto il controllo del promotore dell’insulina uma-

na, le cellule che esprimono l’insulina sono rese in-

sensibili al profarmaco CB1954. Utilizzando questo 

metodo solo le cellule insulino-positive e non proli-

feranti sopravvivono alla selezione, e le cellule che 

possono de-differenziarsi dopo il trapianto possono 

ancora essere selettivamente uccise in vivo dal GCV 

(53). Un’altra possibilità consiste nella possibilità di 

indurre l’apoptosi specificatamente nelle PSC, sfrut-

tando l’espressione di geni legati all’apoptosi speci-

fici delle PSC (54) oppure utilizzando promotori al-

tamente espressi nelle PSC come TERT, OCT4, TERF1 

o NANOG (55-58). In conclusione, l’editing genetico è 

un approccio promettente per controllare i prodotti 

cellulari derivati dalla PSC, in particolare per l’eli-

minazione di cellule con potenziale tumorale in vi-

tro e per poter intervenire tempestivamente in caso 

di insorgenza di tumori in vivo. Tuttavia, va tenuto 

presente che l’editing genetico può causare mutazio-

ni o il silenziamento di geni endogeni, e che questo 

potrebbe portare alla morte della cellula o promuove-

re la sua trasformazione tumorale (59).

IMMUNITÀ

Un altro grande limite da superare prima di potere ap-

plicare efficacemente in clinica la terapia con β-cellule 

derivate da PSC consiste nel rigetto delle cellule trapian-

tate, dovuto all’incompatibilità HLA delle β-cellule deri-

vanti da PSC di un donatore. Inoltre, poiché le tecniche 

di riprogrammazione e la coltura prolungata in vitro 

potrebbero portare all’acquisizione di nuovi antigeni, 

le β-cellule potrebbero suscitare una risposta di rigetto 

indipendentemente dalla compatibilità HLA iniziale (60-

61). Va inoltre considerato che nel campo del diabete di 

tipo 1 il problema del rigetto persisterebbe anche nel caso 

di una terapia autologa di β-cellule derivate da iPSC dello 

stesso donatore, per via della risposta autoimmune. At-

tualmente il problema del rigetto viene controllato con 

farmaci immunosoppressori, che però presentano tossi-

cità diretta sulla β-cellula e possono avere effetti colla-

terali anche gravi nei riceventi (62). Di seguito verranno 

descritti i principali potenziali approcci utilizzati per 

prevenire il rigetto immunitario dopo il trapianto.

1.	 Tecniche di incapsulamento del prodotto cellulare per preveni-

re la risposta immunitaria. I sistemi di incapsulamento 

sono stati proposti come soluzione per proteggere 

fisicamente le cellule dal sistema immunitario, ma 

possono essere sfruttati anche come sistema di si-

curezza, in quanto possono essere rimossi in caso 

di formazione di tumori. L’incapsulamento consiste 

nella protezione fisica delle cellule con una struttura 

semi-permeabile in grado di proteggere le cellule dal 

sistema immunitario, ma nello stesso tempo con-

sentire il passaggio di nutrienti, ossigeno e insulina. 

Diversi studi hanno applicato il metodo dell’incapsu-

lamento nel trapianto di isole per la cura del DMT1 ed 

esistono due metodi principali, il micro- e il macro-

incapsulamento. Il micro-incapsulamento consiste 

nel racchiudere le isole in capsule, solitamente di 

alginato, in rapporto 1:1, mentre nel macro-incap-

sulamento si include tutto il preparato cellulare in 

un unico dispositivo; nel primo caso lo scambio di 

nutrienti e ossigeno è migliore grazie ad un rappor-

to superficie/volume più elevato (63-64). Tra i sistemi 

di macro-incapsulamento (65-67), il dispositivo The-

raCyte™ è composto da una membrana esterna che 

facilita la vascolarizzazione e una membrana immu-

noprotettiva interna ed è stato utilizzato per studia-

re la risposta allogenica inizialmente nel modello 

sperimentale di ratto. Ai ratti è stato impiantato sot-

tocute il dispositivo vuoto, dopo 3 mesi dall’impianto 

è stato indotto il diabete e all’interno del dispositivo 

sono state inserite 1000 isole di ratto da donatore. I 

dati hanno mostrato che il dispositivo è in grado di 
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proteggere le isole dalla risposta immune a 6 mesi 

dopo il trapianto. Un aspetto negativo del dispositi-

vo è che a 6 mesi dal trapianto ha mostrato segni di 

fibrosi al suo interno, che può portare a una perdita 

del graft a lungo termine. Un sistema di macro-in-

capsulamento molto simile a Theracyte, denominato 

Encaptra, è quello attualmente utilizzato nelle speri-

mentazioni cliniche di β-cellule derivate da ESC (8-9).  

L’alternativa è l’utilizzo di sistemi di micro-incapsu-

lamento, una tecnologia applicata per la prima vol-

ta 42 anni fa, quando è stato dimostrato che le isole 

incapsulate e trapiantate in un modello di ratto dia-

betico erano in grado di migliorare il diabete per 2-3 

settimane (68). I dispositivi di incapsulamento tut-

tavia, possono portare allo sviluppo di una risposta 

da corpo estraneo, alla formazione di una capsula fi-

brotica attorno al trapianto e alla conseguente morte 

delle isole per ipossia (69). Successive modifiche alle 

dimensioni delle capsule e l’utilizzo di nuovi bioma-

teriali hanno migliorato la biocompatibilità prolun-

gando la durata e la funzionalità del trapianto (70-

72). Vegas e colleghi hanno mostrato come β-cellule 

derivate da PSC incapsulate in alginato di biossido di 

triazolo-tiomorfolina siano in grado di ripristinare 

la glicemia in topi diabetici immunocompetenti in 

assenza di immunosoppressione e 174 giorni dopo il 

trapianto le β-cellule mostravano ancora reattività al 

glucosio (72). Tuttavia, ulteriori miglioramenti sono 

necessari per permettere una stabilità e una funzio-

nalità a lungo termine del prodotto trapiantato.

2.	 Editing delle cellule per renderle meno immunogene. Una stra-

tegia su cui si sta investendo tantissimo nel campo 

in questi ultimi anni è cercare di modificare l’e-

spressione delle proteine di superficie delle cellule in 

modo da renderle invisibili al sistema immunitario. 

Uno degli approcci più utilizzati consiste nella dele-

zione del gene beta-2-microglobulina (B2M) che per-

mette di generare cellule che non esprimono l’HLA di 

classe I, in modo da renderle meno immunogeniche 

in quanto non riconoscibili dalle cellule dell’immu-

nità adattativa (73). Un’ulteriore modifica può essere 

fatta eliminando anche il gene CIITA che codifica per 

l’HLA di classe II (74). La rimozione dell’HLA proteg-

ge le cellule dall’attacco dei linfociti T CD8+, ma l’as-

senza di espressione di HLA determina l’attivazione 

delle cellule dell’immunità innata, in particolare le 

cellule NK. A questo scopo molti gruppi stanno la-

vorando sull’introduzione di fattori immunomodu-

latori quali PD-L1 (75), HLA-E (76) o HLA-G (77), che 

inducono tolleranza contro le cellule NK, oppure mo-

lecole come CD47, che impedisce la fagocitosi della 

cellula da parte del macrofago (78).

In un recente studio è stato dimostrato come le β-cellule 

derivate da PSC in un ambiente infiammatorio sovra 

esprimano l’HLA-I come accade nelle β-cellule umane 

e come queste siano in grado di innescare una risposta 

HLA-I che stimola i linfociti T CD8+ contro le β-cellule. 

L’editing delle β-cellule derivanti da PSC ha dimostrato 

come l’assenza di espressione in membrana dell’HLA-I e 

la sovra espressione di PDL-1 fossero in grado di ridurre la 

risposta immunitaria CD8+ specifica (79).

PRIMI STUDI CLINICI CON β- CELLULE DERIVATE 

DA ESC

Grazie ai suoi studi pionieristici sul differenziamento 

di ESC in β-cellule, i ricercatori di Viacyte Inc (https://

viacyte.com/) sono stati i primi a condurre studi clini-

ci trapiantando dei precursori pancreatici (PEC, cellule 

PDX1+/NKX6.1+) derivati dal differenziamento di ESC in 

pazienti con T1D. L’approccio utilizzato da Viacyte è stato 

quello di trapiantare sottocute in assenza di immuno-

soppressione un prodotto, denominato PEC Encap, o VC-

01) composto da delle cellule progenitrici pancreatiche 

incapsulate in un dispositivo (Encaptra) che permettes-

se lo scambio di nutrienti, glucosio, ossigeno e ormoni, 

e consentisse la maturazione in vivo dei progenitori in 

β-cellule funzionali. Sfortunatamente, questo metodo 

di incapsulamento ha portato allo sviluppo di una forte 

reazione fibrotica intorno al dispositivo che ha determi-

nato un’elevata morte delle cellule pancreatiche al suo 

interno, nella maggior parte dei pazienti trapiantati. Per 

questo motivo Viacyte ha deciso di sviluppare un secondo 

prodotto (PEC-Direct, VC-02) composto da PEC e un dispo-

sitivo di incapsulamento che presenta dei microfori che 

permettono la vascolarizzazione delle cellule incapsulate 

per migliorarne l’attecchimento; di conseguenza questa 

strategia necessita di una terapia immunosoppressiva. I 

due studi che riportano i dati ottenuti su 15 e 17 pazien-

ti con T1D in seguito al trapianto di VC-02 nel sottocute 

hanno dimostrato la presenza, a 6 e 12 mesi dal trapian-

to, di una piccola quantità (5-30 pM) di C-peptide in circo-
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lo in risposta al pasto. Anche se la quantità di C-peptide 

rilevata era bassa rispetto alla quantità che servirebbe 

ad ottenere l’insulino indipendenza (1000-1500 pM), que-

sti dati sono la prima evidenza riportata di secrezione di 

insulina regolata dai pasti da parte di cellule staminali 

differenziate nei pazienti. L’analisi istologica dei disposi-

tivi ha rivelato la presenza, di α e β-cellule mature (8-9). 

Inoltre le cellule sono stati ben tollerate e non si è osser-

vata alcuna formazione di teratomi o eventi avversi gravi 

correlati al trapianto. L’ultimo trial clinico che Viacyte 

sta conducendo in collaborazione con CRISPR Therapeu-

tics (PEC-QT, VCTX210), prevede l’utilizzo di cellule gene-

ticamente modificate per essere meno immunogene, in-

capsulate nel dispositivo senza la necessità di una terapia 

immunosoppressiva.

Un’altra realtà è approdata in clinica nel 2021 con una 

strategia diversa da quella di Viacyte. La company Vertex 

sta infatti conducendo uno studio clinico in fase 1/2, con 

un prodotto denominato VX-880 (NCT04786262). VX-880 

consiste in β-cellule derivanti da ESC completamente dif-

ferenziate in vitro e trapiantate nel fegato tramite infu-

sione in vena porta accoppiata a una terapia immunosop-

pressiva. Questo approccio è volto a valutare le β-cellule 

mature derivate da ESC come fonte alternativa rispetto 

alle isole da donatore, ma mantiene tutte le altre carat-

teristiche (sito di impianto, tipologia riceventi, immuno-

soppressione) del trapianto di isole. Gli stessi scienziati 

stanno comunque lavorando a un dispositivo di macro-

incapsulamento che consentirà a breve di sperimentare 

queste β-cellule in assenza di immunosoppressione. I 

risultati di questi studi saranno tappe fondamentali nel 

percorso verso la cura del diabete di tipo 1 con la terapia 

cellulare e indirizzeranno le scelte future in termini di 

differenziamento da cellule staminali pluripotenti, pro-

tezione dal rischio di tumori e dal rigetto.

CONCLUSIONE

Una nuova fonte infinita di β-cellule derivante da cellule 

staminali pluripotenti rappresenta un traguardo impor-

tante per la terapia cellulare del T1D. Studi clinici sono 

già in corso utilizzando β-cellule derivanti da ESC e stan-

no mettendo alla prova la vera potenzialità delle cellule 

staminali. Tra le cellule staminali, le iPSC stanno susci-

tando un grade interesse poiché potrebbero essere utiliz-

zate come fonte di cellule autologhe per il trattamento del 

diabete. Tuttavia, è necessario un sistema di coltura più 

efficiente per generare β-cellule funzionali per applicazio-

ni cliniche. Inoltre, poiché l’utilizzo in clinica di β-cellule 

derivate da iPSC si sta avvicinando, la risoluzione delle 

criticità legate alla sicurezza e al rigetto immunitario 

stanno diventando di essenziale importanza. Un’iPSC 

migliore può essere ottenuta utilizzando la riprogram-

mazione chimica o vettori non integranti. Inoltre, un 

miglior prodotto cellulare finale può essere ottenuto tra-

mite purificazione di β-cellule utilizzando marcatori di 

superficie specifici, tramite l’eliminazione della frazione 

residua di PSC o il controllo della formazione di teratomi 

in vivo tramite l’editing genetico con l’inserimento di un 

gene suicida. Infine, si sta cercando di controllare il riget-

to tramite tecniche di incapsulamento e di editing delle 

cellule per renderle meno immunogeniche. 
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