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ABSTR AC T 

Intrahepatic islet transplantation holds promise for T1D treatment, yet faces challenges like inflammatory storms and graft revascularization 

delays. Endocrine pancreas bioengineering, especially with encapsulation technologies, aims to recreate vascular and endocrine compartments 

ex vivo to generate a functional device for successful in vivo application. This review explores the synergy of diverse encapsulation techniques and 

alternative cell sources in crafting a functional vascularized endocrine scaffold. 

KEY WORDS 

Type 1 diabetes, vascularized endocrine pancreas, bioengineering, beta cell replacement, biomaterials, regenerative medicine, extracellular matrix. 

INTRODUZIONE 

Il trapianto di isole pancreatiche è ampiamente considerato una delle alternative clinicamente approvate per curare 

quei pazienti affetti da diabete di tipo 1 (DMT1) soggetti a eventi severi di ipoglicemia. Sin dai primi anni 2000, con l’in-

troduzione del protocollo di Edmonton, il trapianto di isole è stato notevolmente migliorato sia in termini di efficacia 

che efficienza (1). Infatti, i risultati clinici raccolti dal CITR (Collaborative Islet Transplant Registry, https://citregistry.

org/) hanno dimostrato che dopo un anno dall’infusione, circa l’80% dei pazienti raggiunge l’insulino indipendenza, 

ma tale percentuale si abbassa al 45% dopo 5 anni. Tuttavia, nonostante la diminuzione della funzione, circa il 90% dei 

riceventi è stato protetto da gravi episodi di ipoglicemia. Ciò ha evidenziato che l’impianto è in grado di esercitare un 

controllo glicemico non completo ma efficace (emoglobina glicata <7% nel 60% dei soggetti) verso questo tipo di eventi 

nei 5 anni successivi al trapianto.

La causa principale dell’incapacità delle isole di mantenere un totale controllo glicemico nel lungo periodo è da ricer-

carsi nella graduale diminuzione della loro massa nel tempo, che porta al decadimento della funzionalità dell’impian-
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to endocrino pancreatico (3). Questa perdita graduale è dovuta a diversi eventi che avvengono sia durante le prime ore 

post trapianto che in una fase tardiva a causa di meccanismi immunologici. Infatti, nelle prime ore dopo il trapianto, 

le isole subiscono una serie di insulti infiammatori, tra cui la reazione infiammatoria mediata dal sangue (IBMIR) che 

causa la perdita di circa il 50%-70% della massa totale di isole pancreatiche trapiantate. Inoltre, l’infusione delle isole 

può danneggiare il parenchima epatico, aggravando ulteriormente lo stato infiammatorio del sito epatico e compro-

mettendo l’attecchimento delle isole (4-5). In aggiunta a questo, le isole sono soggette a una fase avascolare dovuta al 

ritardo della ri-vascolarizzazione, esponendole a stress ipossico e carenza di nutrienti per circa due settimane dopo il 

trapianto, causando morte cellulare e apoptosi (6). Attualmente, per compensare la perdita di isole perse in seguito a 

questi eventi avversi, diminuendo l’efficienza di attecchimento, si ricorre all’infusione di un elevato numero di isole 

pancreatiche, solitamente pari ad almeno 10.000 isole equivalenti (IEQ)/kg, ottenuti da almeno due donatori di pan-

creas, aumentan do, di conseguenza, anche la richiesta complessiva di organi (1, 7). Infine, in una fase più avanzata, 

le isole diventano bersaglio dell’immunità innata e adattativa, responsabile del rigetto, e della riattivazione dei feno-

meni di autoimmunità legati al DMT1. Pertanto, i pazienti che ricevono una infusione di isole devono essere sottoposti 

ad un trattamento immunosop pressivo per tutta la vita per prevenire il rigetto della massa insulare infusa (8-10). Tut-

tavia, questi trattamenti, sebbene specifici per la deplezione delle cellule T CD8, non eliminano completamente le cel-

lule T CD4 della memoria, spiegando la recidiva causata da fenomeni autoimmuni (11-12). Inoltre, la somministrazione 

cronica di farmaci immunosoppressivi (es. tacrolimus e sirolimus) può causare diversi effetti collaterali risultando 

anche tossici per le stesse cellule beta (13). 

Nonostante i limiti che si riscontrano durante la procedura di trapianto di isole, essa ha la potenzialità di ripristinare il 

controllo fisiologico dell’omeostasi del glucosio, cosa che la sola insulina esogena non riesce a mimare completa mente. 

A tal proposito, numerosi studi stanno cercando di mitigare tutte le problematiche relative alla procedura attualmente 

utilizzata in clinica. Idealmente, una strategia definitiva per la risoluzione di queste problematiche deve mirare a 1) ri-

durre la perdita di isole durante il trapianto; 2) favorire il loro attecchimento e funzionalità e 3) ridurre l’uso dei farmaci 

immunosoppressori. Oltre a questo, la strategia ideale deve poter garantire anche il moni toraggio dell’impianto. Ini-

zialmente, si è cercato di individuare altri siti di impianto adatti ad accogliere le isole. Diversi sono stati i siti oggetto di 

studio in trial clinici, tuttavia, ad oggi, non si è ancora trovata un’alternativa che porti a risultati migliori rispetto al sito 

di trapianto intraepatico di isole. Per questo motivo il fegato resta, comunque il sito di elezione nella pratica clinica (14). 

Sebbene, nell’organismo umano, non vi sia un sito di impianto con un microambiente più favorevole rispetto al fegato, 

alcuni studi hanno ipotizzato che sarebbe preferibile ricreare un microambiente ex novo attraverso le nuove tecniche 

di ingegneria tissutale. Bioingegnerizzare un tessuto endocrino dà la possibilità di ricreare un am biente più favorevole 

alle cellule endocrine che devono essere impiantate (14). I due principali approcci di bioingegneria includono strategie 

che considerano di incapsulare le isole in sistemi immuno-protettivi o in dispositivi in grado di supportare la rivasco-

larizzazione dopo il trapianto. A seconda del metodo di incapsulamento, i dispositivi sono suddivisi in nano-, micro- e 

macro-incapsulamento (15-16). 

STR ATEGIE DI NANO INC APSUL AMENTO 

Nano-incapsulare i cluster di cellule endocrine consiste nell’applicazione di un sottile strato polimerico, nell’ordine 

dei nanometri, sulla loro superficie con l’obiettivo di proteggere la componente cellulare dal sistema immunitario 

del paziente (17-19). I nano-rivestimenti consentono di trapiantare volumi ridotti di materiale cel lulare e da un punto 

di vista biologico permettono un facile scambio di ormoni, nutrienti ed ossigeno grazie alle ridotte dimensioni del 

rivestimento (17). I polimeri utilizzati in questo ambito sono principalmente a base di poli-etilen-glicole (PEG) o suoi 

derivati, polisaccaridi cationici o anionici, come chitosano e alginato, oppure materiali zwitterionici (18, 20-22) i 

quali hanno mostrato di abbattere la formazione di fibrosi dell’impianto (18, 23). Questi materiali, pur non essendo 

biologicamente attivi, sono biocompatibili e possiedono una buona resistenza e durabilità nel tempo (16). Il vantaggio 

di nano-incapsulare i cluster di cellule endocrine porta ad avere un rivestimento di spessore fisso, indipendentemen-
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Figura 1  I sistemi di incapsulamento che ad oggi sono stati utilizzati per migliorare la sostituzione della funzione 

beta-cellulare

La figura illustra i tre principali approcci di incapsulamento: 
le strategie di nano-incapsulamento consistono nel rivestire la componente endocrina, racchiudendola in uno strato di dimen-
sioni nanometriche, offrendo protezione immunitaria e un’elevata superficie di scambio di nutrienti. Il rivestimento è per lo più 
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costituito da materiali sintetici, a cui vengono aggiunti componenti pro-insulinici o derivati da componenti nativi della matrice 
extra-cellulare (ECM). 
Le strategie di micro-incapsulamento impiegano microcapsule, tipicamente a base di alginato, per incapsulare uno o più cluster di 
cellule, migliorando la biocompatibilità e la permeabilità selettiva. Dal momento che l’alginato è un materiale inerte, alla formula-
zione polimerica delle microcapsule vengono aggiunti componenti che si trovano nella ECM, in modo da aumentare la funzionalità 
della componente endocrina incapsulata. 
I sistemi di macro-incapsulamento utilizzano dispositivi più grandi, capaci di incapsulare una massa insulare più grande e sono 
più facili da rimuovere in caso di problemi correlati all’impianto stesso. Questi dispositivi possono essere di diversa natura a secon-
da dello scopo per cui sono progettati. I sistemi immuno-isolanti sono delle camere a membrana che limitano l’accesso a cellule 
e mo lecole del sistema immunitario, ma permettono il passaggio di nutrienti, ossigeno ed ormoni per diffusione. Uno di questi 
è stato integrato con sistemi di rilascio di ossigeno nella camera contenenti le cellule per limitare la carenza di ossigeno (βAir). 
Un altro di spositivo (NICHE) è stato progettato per rilasciare farmaci immunosoppressori a livello topico. I sistemi progettati 
per migliora re la funzionalità endocrina (sistemi intravascolari di pancreas bioartificiale, iBAP) e per migliorare l’attecchimento 
(pro-vascola rizzanti e pre-vascolarizzati) hanno lo scopo di ripristinare la connessione con la rete vascolare dell’ospite. iBAP tendo-
no a limitarsi a collegare alla rete vascolare la componente endocrina al flusso sanguigno, senza che queste vengono direttamente 
a contatto con la parte cellulare di esso, ma solo con il plasma. I secondi, tendono a ripristinare una rete vascolare, in grado di ri-
produrre l’organizzazione della nicchia endocrina nativa. I sistemi provascolarizzanti tendono a modellare il sito di trapianto con 
diverse strategie. I sistemi pre-vascolarizzati, invece, ricreano de novo un tessuto bioingegnerizzato vascolarizzato endocrino ex 
vivo, grazie all’utilizzo di supporti composti da materiali altamente organizzati tridimensionalmente basati sulla ECM, permetten-
do l’at tecchimento ex vivo della componente endocrina. Ciò favorisce una rapida integrazione del sistema prevascolarizzato con la 
rete vascolare del ricevente, che permette di rilevare dopo pochi giorni dal trapianto la funzione dell’impianto. 

Tabella 1  Vantaggi e svantaggi dei sistemi di incapsulamento
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te dalle dimensioni dell’isola (20). I polimeri che costituiscono la capsula nanometrica possono essere funzionalizzati 

con fattori pro-insulinici (come il glucagon-like peptide 1, GLP1) (24-26), proteine, sequenze peptidiche o glicosam-

minoglicani presenti a livello nativo nella matrice extracellulare (ECM) (26-29) per supportare la vitalità e funziona-

lità delle cellule (16-30) (Fig. 1). L’uso di nano-rivestimenti tuttavia presenta degli svantaggi, tra cui il non completo 

rivestimento della superficie di ogni cluster endocrino che accenderebbe la risposta immunitaria verso l’impianto 

(31). In aggiunta, date le ridotte dimensioni dei cluster nano-incapsulati, essi risultano difficili da recuperare qua-

lora insorgessero complicanze legate all’impianto (16, 31). Di conseguenza, questa strategia non è ancora usata nella 

pratica clinica (Tab. 1). Tuttavia, in uno studio clinico (NCT00260234) 16000IEQ/kg isole umane sono state incapsulate 

mediante un nano-rivestimento di PEG e tra piantate nel sottocute di due riceventi (16000IEQ/kg) in assenza di terapia 

immunosoppressiva. Sebbene, i riceventi non abbiano raggiunto l’indipendenza insulinica dopo quattro mesi dal 

trapianto, è stata registrata una diminuzione del numero di eventi iperglicemici e ipoglicemici, dimostrando la par-

ziale sopravvivenza della massa insulare ad un eventuale risposta allogenica. Tuttavia, a causa dei livelli di C-peptide 

insoddisfacenti lo studio è stato interrotto (31-32). 

STR ATEGIE DI MICRO INC APSUL AMENTO 

Il micro-incapsulamento consente di racchiudere singole o piccole quantità di cellule endocrine all’interno di micro-

capsule realizzate con polimeri sotto forma di idrogeli aventi diametri compresi tra 100 e 1000 μm (17, 32). Tuttavia, 

le dimensioni delle microcapsule devono essere attentamente controllate poiché diametri superiori a 400 μm posso-

no compromettere la vitalità e la funzionalità delle cellule endocrine a causa della limitata diffusione di ossigeno 

e nutrienti all’interno della capsula (33-34). Inoltre, i materiali utilizzati possono indurre la formazione di tessuto 

fibrotico attorno al dispositivo, limitando ulteriormente la sopravvi venza cellulare a causa della limitata diffusione di 

nutrienti (35). Una delle più importanti preoccupazioni in merito a questa tecnologia riguarda la durata nel tempo dei 

materiali utilizzati nelle microcapsule e la necessità di sviluppare metodi per il tracciamento e il recupero delle stesse 

una volta nel corpo dell’ospite. In aggiunta, l’incapsulamento incompleto rappresenta uno dei più grandi rischi, in 

quanto esporrebbe le cellule impiantate al sistema immunitario ospite con conseguente attivazione dei meccanismi 

di infiammazione e rigetto (36-37). Un’altra sfida riguarda l’omo geneità del prodotto finale. Infatti, diverse esperienze 

riportano come uno svantaggio della metodica, l’incapacità di controllare finemente il numero di cluster di cellule che 

possono essere contenuti in una capsula (Tab. 1). 

I biomateriali utilizzati per la fabbricazione delle microcapsule includono collagene, agarosio, chitosano, gelatina e 

alginato (17, 38-41). Tra questi, l’alginato è il materiale più comunemente utilizzato poiché, relativamente economico, 

biologicamente inerte e facilita, durante la fase di produzione, la generazione di microcapsule in condizioni fisio-

logiche. Tuttavia, l’alginato non è sufficientemente selettivo in termini di permeabilità alle molecole o alle cellule, 

aumentando così il rischio di danni alle cellule incapsulate da parte del sistema immunitario o di altri fattori che 

possono attraversare la capsula (31, 42). Per migliorare la stabilità meccanica e la capacità di isolamento immunitario 

dell’alginato, quest’ultimo è stato utilizzato in combinazione a policationi (42). Tali rivestimenti sintetici, però, posso-

no compromettere la biocompatibilità delle microcapsule di alginato, aumentando il rischio di fibrosi (31, 43-45). Alla 

luce di ciò, per limitare la formazione di una capsula fibrotica, sono state percorse due strategie. La prima consiste 

nell’aggiunta di composti immunosoppressivi come il desametasone o modificando il rivestimento con il recettore 

Toll 2 al fine di ridurre la reazione immunitaria contro la capsula (40, 46). Il secondo consiste, invece, nel combinare 

l’alginato con polimeri e molecole presenti nella ECM, come collagene di tipo IV, laminina 5 o peptide RGD (37, 47-52). 

L’aggiunta di materiale nativo della ECM ha dimostrato che con il diminuire dello stress infiammatorio, veniva limi-

tata l’intensità del processo fibrotico. Inoltre, è stata notata una aumentata vitalità e funzionalità delle isole in vivo in 

modelli preclinici diabetici in assenza di terapia immunosoppressiva ad un anno dall’impianto (50-51) (Fig. 1). 

Tuttavia, volgendo lo sguardo all’applicabilità clinica, un grosso ostacolo è implementare i metodi di produzione delle 

microcapsule su larga scala ed ottenere sistemi incapsulanti clinicamente rilevanti. Gli attuali metodi di produzione 
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richiedono tempi prolungati di produzione che potrebbero compromettere la vitalità delle cellule endocrine incapsula-

te, portando a stress ipossico e quindi alla perdita di funzionalità e vitalità delle stesse (16). Recentemente, grazie allo 

sviluppo delle tecniche di produzione di emulsioni utilizzando sistemi microfluidici o basati su fenomeni di elettro-

idrodinamica, è stato dimostrato come sia possibile produrre microcapsule uniformi in dimensioni, con maggiore 

riproducibilità, scalabilità e capacità di produzione in serie (53-57). Tuttavia, dato il recente sviluppo di questa tecno-

logia, ulteriori studi sono necessari per valutare attentamente la compatibilità delle cellule con questi nuove metodo-

logie di produzione (15). 

Nonostante queste problematiche, sono stati condotti degli studi clinici per valutare la sicurezza ed efficacia del 

trapianto intraperitoneale di isole micro-incapsulate in pazienti con DMT1, mostrando risultati eterogenei (58-62) 

(NCT00940173). Sebbene gli studi preclinici avessero fornito risultati promettenti, gli esiti di questi primi test sull’uo-

mo sono stati meno consistenti. Infatti, nonostante la presenza di C-peptide, nessun paziente ha raggiunto l’indipen-

denza insulinica (8, 16). Il principale motivo di fallimento è stato l’aggregazione delle microcapsule nel sito di impianto 

e la formazione di fibrosi intorno ad esse, che ha aumentato il rischio di ipossia e attivazione del sistema immunitario 

dell’ospite (16, 58-60). Per superare queste difficoltà, le future strategie di incapsulamento dovranno concentrarsi sulla 

generazione di microcapsule che favoriscano una rapida vascolarizzazione e controllino il processo fibrotico, integran-

do materiali derivanti dall’ambiente nativo. Inoltre, sarà essenziale sviluppare tecniche di produzione su larga scala 

compatibili con la vitalità delle cellule endocrine. 

STR ATEGIE DI MACRO INC APSUL AMENTO 

I sistemi macro-incapsulanti consentono di incorporare una grossa massa insulare (da 100 a 100.000 isole pancreati-

che) (16). Uno dei loro principali vantaggi è che permettono il facile recupero dell’impianto in caso di suo esaurimento 

funzionale o complicazioni legato ad esso. Nel corso degli anni sono stati sviluppati diversi dispositivi di questo tipo 

che si suddividono in base alla loro funzione finale: essi, infatti, possono essere progettati per immuno-proteggere le 

cellule incapsulate oppure possono migliorare il processo di rivascolarizzazione dell’impianto nel sito di trapianto (14). 

Sistemi macro-incapsulanti immuno-protettivi 

I sistemi macro-incapsulanti immuno-isolanti prevedono, in genere, la presenza di una barriera immuno-protettiva 

semipermeabile (Fig. 1). Essa deve limitare il passaggio di macro-proteine, come gli anticorpi, e cellule del sistema 

immunitario dell’ospite; allo stesso tempo, deve permettere la diffusione di nutrienti, ossigeno ed ormoni e consen-

tire alle cellule endocrine di svolgere la loro funzione mediante il rilascio di insulina in relazione alla concentrazione 

sistemica di glucosio (14, 63). In questo modo, questi sistemi nascondono fisicamente le cellule allogeniche al sistema 

immunitario del ricevente. Viacyte è stata una delle prime aziende che ha proposto in un trial clinico (NCT02239354) il 

macro-dispositivo sintetico chiamato VC-01, capace di incapsulare cluster di cellule derivate da cellule staminali em-

brionali in un doppio strato di membrana semipermeabile in politetrafluoroetilene (PTFE) (64). Tuttavia, il trial è stato 

sospeso sia a causa di una bassa sopravvivenza delle cellule endocrine all’interno, sia per il mancato attecchimento del 

dispositivo dovuto alla formazione di fibrosi intorno all’impianto, che ostruiva la membrana e limitava lo scambio di 

di ossigeno e nutrienti. Dato il fallimento del primo trial, un secondo trial (NCT03163511) è stato avviato usando una 

seconda versione del dispositivo VC-02, privo di membrana immuno-protettiva e permissiva alla vascolarizzazione, 

essenzialmente per indagare se il dispositivo fosse capace di sostenere la produzione di C-peptide (65-66). 

Altri dispositivi come il sistema Encellin cell encapsulation (67-68) (CED) e MailPan (69) sono stati progettati con lo 

stesso concetto ma fabbricati in maniera differente. Il CED è composto da una sottile pellicola nanoporosa di policapro-

lattone (PCL). In studi preclinici CED ha mostrato di supportare la sopravvivenza delle cellule incapsulate per 90 gior-

ni, con una limitata formazione di fibrosi e una rapida rivascolarizzazione (67-68). Il MailPan, progettato da Defymed, 

è stato sviluppato per accogliere isole pancreatiche tra due membrane in poliestere per prevenire l’ingresso delle cellule 

immunitarie nel dispositivo, consentendo al contempo la diffusione di ossigeno, nutrienti, glucosio e insulina. In stu-
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di preclinici, il MailPan ha mostrato di avere un buon grado di ossigenazione, con un guadagno di funzione che però 

si è presentato solo dopo 2 mesi dall’impianto (69). 

Tuttavia, nonostante la protezione fisica garantita alle isole dal dispositivo, la loro elevata densità all’interno può 

portare alla morte cellulare a causa della formazione di un gradiente ipossico (70). Inoltre, la maggior parte dei bio-

materiali peggiorano questo aspetto poiché spesso inducono una risposta immunitaria fibrotica in cui l’impianto è 

gradualmente coperto da uno strato di tessuto fibroso connettivo, aumentando la distanza di diffusione per ossigeno e 

nutrienti verso le isole incapsulate, così come è avvenuto nel caso del VC-01 (64, 70). Tuttavia, la possibilità di recupero 

dei dispositivi di macro-incapsulamento li rende particolarmente interessanti, specialmente nel caso di cellule beta 

derivanti da cellule staminali (SC), che attualmente si ritiene abbiano un potenziale staminale elevato in grado, qua-

lora non controllato, di sviluppare potenziali formazioni neoplastiche (71). 

Per aggirare il problema della carenza di ossigeno all’interno dei dispositivi macro-incapsulanti, l’azienda O2 aveva 

sviluppato il dispositivo βAir, in grado di fornire ossigeno molecolare alle isole incapsulate (72-73) (Fig. 1). Questo è co-

stituito da tre componenti principali: uno strato di un idrogelo di alginato contenente isole, una camera per rilasciare 

l’ossigeno, con portelli di ingresso e uscita, e una membrana di PTFE spessa 25 μm che separa lo strato di alginato dal 

tessuto ospite (73) (Fig. 1). Il dispositivo, impiantato nel sottocute di un paziente affetto da DMT1, è stato testato in uno 

studio clinico (NCT02064309), dimostrando che il sistema è in grado di sostenere la vitalità e la funzione delle isole per 

10 mesi, con una modesta riduzione dell’apporto di insulina esogena. Tuttavia, lo scambio di nutrienti o ormoni avve-

niva sempre per fenomeni diffusivi, non garantendo una risposta immediata da parte delle isole incapsulate (74-75). 

Le recenti strategie di macro-incapsulamento, come il dispositivo TRAFFIC (76) (Thread-Reinforced Alginate Fiber For 

Islets enCapsulation) e la sua più recente evoluzione NICE (77) (Nanofiber-Integrated Cell Encapsulation), hanno dimo-

strato promettenti risultati nell’ambito del trapianto di isole pancreatiche per il trattamento del diabete. Utilizzan do 

idrogeli rinforzati con fibre sintetiche, questi dispositivi offrono una maggiore stabilità meccanica, che è cruciale 

soprattutto durante il processo di impianto e recupero. Il dispositivo NICE, in particolare, è composto all’interno da un 

idrogelo di alginato contenente le cellule endocrine e presenta un rivestimento esterno poroso composto da nanofibre. 

Il sistema ha dimostrato una notevole efficacia nel ripristinare la normoglicemia fino a 200 giorni in modelli preclinici 

diabetici immuno-competenti (77). Tuttavia, ci sono alcune sfide da affrontare. Ad esempio, la densità di cellule endo-

crine che possono essere inserite nel dispositivo è relativamente bassa, il che significa che per ottenere un numero suf-

ficiente di aggregati di cellule staminali, il dispositivo deve essere estremamente lungo. Nel caso di 300.000 aggregati 

di cellule staminali, il dispositivo NICE potrebbe superare i 20 metri di lunghezza, rendendolo clinicamente impegna-

tivo da impiantare e potenzialmente suscettibile a complicazioni come aderenze diffuse o restrizioni degli organi. Gli 

studi futuri, soprattutto su animali diabetici di grandi dimensioni, saranno cruciali per valutare l’idoneità clinica di 

questi dispositivi e comprendere meglio le sfide pratiche associate al loro utilizzo su larga scala (16). 

Un sistema differente che cerca di risolvere il problema di immuno-proteggere le isole è quello sviluppato dal lavoro di 

Paez-Mayorga et al. (78) (Fig. 1). Il dispositivo, chiamato NICHE, è composto da una camera centrale chiusa superior-

mente e inferiormente da una coppia di griglie, la prima aventi aperture di 300 μm, l’altra di 100 μm, progettata per 

accogliere le cellule. Su 3 dei lati della camera vi è un reservoir chiuso ma in contatto attraverso una membrana semi-

permeabile (avente pori di 100nm) solo con la camera interna in cui vengono alloggiate le cellule. L’ultimo lato ha tre 

fori: uno centrale comunicante con la camera contenenti le cellule, gli altri due comunicanti con il reservoir. Inizial-

mente il sistema è stato riempito con un idrogelo di pluronic F127 caricato di cellule mesenchimali staminali (MSC), 

ed impiantato in modo da permettere e facilitare l’angiogenesi all’interno della camera stessa. Successivamente le 

isole possono essere impiantate a più ripetizioni nella camera centrale. Il reservoir esterno viene quindi caricato con 

composti immunosoppressori, che vengono rilasciati in maniera dipendente dalla porosità verso la camera con le la 

componente endocrina. Il sistema NICHE pre-vascolarizzato ha mostrato di sostenere la vitalità e la funzionalità della 

componente endocrina caricata due volte nella camera centrale, raggiungendo un efficace controllo glicemico entro 40 

giorni e mantenendolo per 150 giorni, in modelli preclinici diabetici immunocompetenti (78). Lo sviluppo di questo 

dispositivo deriva dalle esperienze ottenute dai dispositivi immunoisolanti “puri”, i quali isolavano fisicamente la 
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componente endocrina, nascondendola al sistema immunitario del ricevente. In questo lavoro invece, si è optato di 

tenere aperto il dispositivo ed inibire il sistema immunitario localmente rilasciando molecole immunosoppressorie. 

Tuttavia, la funzione endocrina è stata osservata solo dopo 40 giorni negli studi preclinici, dimostrando come il pro-

cesso di rivascolarizzazione della componente endocrina sia lento, e rischi di mettere sotto stress ipossico le cellule, 

inducendo una perdita di funzione. Difatti, nel lavoro, per ovviare a ciò, viene effettuata una successiva infusione di 

cellule endocrine 30 giorni dopo la prima (78). Seguendo la stessa linea, i sistemi macro-incapsulanti che si stanno più 

largamente sviluppando negli ultimi anni, sono quelli che cercano di aumentare la rivascolarizzazione dell’impianto 

endocrino per aumentare l’efficienza di attecchimento delle isole, e diminuire il ritardo di guadagno di funzione (14). 

Sistemi macro-incapsulanti per migliorare la funzionalità endocrina 

Sebbene i sistemi immuno-isolanti abbiano il potenziale di ridurre gli effetti collaterali degli immunosoppressori, essi 

limitano l’integrazione delle isole con il tessuto ospite, compromettendo la vitalità e la funzione delle cellule endocri-

ne incapsulate. Per questo motivo sono stati sviluppati e proposti altri sistemi macro-incapsulanti con l’obiettivo di 

migliorare l’efficienza di integrazione delle cellule endocrine con il sistema vascolare ospite, favorendone l’anastomosi 

e quindi la funzione dell’impianto. 

Tra questi, inizialmente erano stati proposti i sistemi intravascolari di pancreas bioartificiale (iBAPs), concepiti per 

fornire un ambiente vascolarizzato alle cellule endocrine, prevenendo la necrosi delle isole e riducendo il ritardo 

nella risposta insulinica, problema spesso riscontrato con altre strategie di macro-incapsulamento (79-81) (Fig. 1). 

Inizialmente, iBAPs erano anastomizzati con un’arteria e/o una vena, con le isole separate dal flusso sanguigno me-

diante una membrana porosa che filtrava il sangue, permettendo il passaggio solo di ossigeno e nutrienti (79). Tut-

tavia, tali approcci hanno incontrato difficoltà a causa della necessità di interventi chirurgici per il posizionamento 

di shunt vascolari e della predisposizione ad eventi trombotici sia nel sito di anastomosi che nel punto di giunzione 

con l’impianto (79-80, 82-83) (Tab. 1). I recenti progressi tecnologici hanno permesso la generazione di membrane 

nanopo rose al silicio (SNM), favorendo lo sviluppo di iBAP basati su SNM che hanno dimostrato di sostenere in vitro 

una vitalità delle isole relativamente elevata e consentire una rapida risposta insulinica utilizzando una densità 

di isole clini camente significativa (81). Uno studio condotto su suini ha confermato che il trapianto di isole con un 

dispositivo iBAP basato su SNM ha portato ad una buona vitalità delle isole, con livelli di C-peptide rilevabili. Questi 

risultati indicano che i dispositivi iBAP potrebbero essere ulteriormente ingranditi e testati in modelli animali di 

dimensioni maggiori (81). 

Sistemi macro-incapsulanti pro-vascolarizzanti in vivo 

Tra i sistemi macro-incapsulanti si possono anche inserire quelli progettati per migliorare l’attecchimento, favorendo 

la rivascolarizzazione delle cellule endocrine (14-15). Questo tipo di sistemi sono progettati in modo che il microam-

biente in cui vengono impiantati, possa interagire con essi in modo da promuovere un rimodellamento vascolare atto 

a supportare la vitalità e la funzionalità della componente cellulare veicolata (63, 84-85). Più nello specifico, con questi 

sistemi, non ci si limita ad “incapsulare” in maniera passiva la componente cellulare, ma soprattutto si cerca di con-

ferire alle cellule endocrine da trapiantare il miglior ambiente possibile per aumentare l’efficienza di attecchimento, 

migliorando la loro funzione e limitandone la perdita (14-15). Questa idea si basa sulla necessità di fornire alla com-

ponente endocrina una fitta rete vascolare, in modo da permettere ad essa di integrarsi con la circolazione sistemica 

del ricevente e controllare fisiologicamente l’omeostasi del glucosio (84). Difatti, a livello nativo, la nicchia endocrina 

è composta, oltre che dalla componente endocrina, anche da una componente vascolare, caratterizzata da una fitta 

rete di capillari, e dalla componente strutturale basata su matrice extracellulare che conferisce al microambiente en-

docrino una architettura e struttura che ne permette il corretto funzionamento (14). Al momento della digestione del 

pancreas e del conseguente isolamento delle isole questa organizzazione viene persa insieme al supporto nutritivo e 

di ossigeno dato dal flusso sanguigno. Pertanto, le isole una volta isolate, sono sottoposte ad un periodo di ipossia che 

dura fin tantoché esse non vengono nuovamente interconnesse in maniera funzionale ad una rete vascolare (14). Un si-
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stema macro-incapsulante che è stato progettato per ottenere una tasca sottocutanea iper-vascolarizzata per poter im-

piantarci la componente endocrina è Cell Pouch ideato da Sernova, che è stato anche testato in uno studio clinico (14, 

86) (NCT03513939) (Fig. 1). Esso permette la vascolarizzazione in vivo nel sottocute dei riceventi, in modo da fornire alle 

cellule un microambiente vascolarizzato. La componente endocrina, in questo caso isole umane, è micro-incapsulata 

in sfere polimeriche. I pazienti che hanno ricevuto il trapianto di isole pancreatiche nei Cell Pouch, hanno raggiunto 

l’insulino indipendenza per un periodo fino a tre anni. Da sottolineare che, in una fase successiva durante la speri-

mentazione, essi hanno dovuto ricevere altre due infusioni di isole pancreatiche, sia nel Cell Pouch, sia un’infusione 

intraportale con un numero marginale di isole. In futuro, è stato annunciato che verranno utilizzate cellule beta de-

rivate da SC per poter avviare un altro studio clinico (14, 86). 

Il processo di vascolarizzazione indotto da questi sistemi è una conseguenza della risposta da corpo estraneo, ma senza 

che si arrivi alla formazione di un tessuto cicatriziale. Difatti, attorno al materiale si forma una tasca iper-vascola-

rizzata che idealmente può aumentare la probabilità di attecchimento delle isole posizionate all’interno di essa. Tut-

tavia, questi dispositivi non sono progettati per guidare la rivascolarizzazione anche da un punto di vista strutturale. 

Pertanto, a causa del mancato controllo strutturale di rivascolarizzazione, la formazione di nuovi vasi si può definire 

passiva e non organizzata (14). 

Per migliorare la vascolarizzazione in vivo, uno studio clinico ha utilizzato il dispositivo BioHub, un sistema formato 

da un gel di fibrina, che a livello nativo è coinvolta nella formazione di vasi, e limita gli eventi fibrotici (Fig. 1). Dopo 

aver ottenuto risultati promettenti nei modelli preclinici su piccoli animali e primati, è stato condotto uno studio 

clinico (NCT02213003). Tuttavia, nonostante si fosse rilevata una funzione, si è osservato nel lungo periodo una gra-

duale perdita. Gli autori attribuiscono la perdita di indipendenza insulinica nel tempo al cambio nel regime immuno-

soppressivo, passando dall’uso di tacrolimus alla somministrazione di sirolimus (86-88). Inoltre, seppur una efficace 

vascolarizzazione fosse avvenuta, questo approccio, non ha permesso di riprodurre la formazione di una rete vascolare 

altamente organizzata, che rispecchiasse quella della nicchia endocrina.

Per fare in modo di ottenere una rivascolarizzazione più organizzata, alcuni studi hanno cercato di sviluppare dei si-

stemi macro-incapsulanti generati sia con materiali sintetici che naturali, in grado di rilasciare, una volta impianta-

ti, fattori di crescita oppure pro-angiogenici al fine di stimolare una rivascolarizzazione mimando i processi fisiologici 

(63) (Fig. 1). Diversi studi hanno valutato l’uso di fattori di crescita come il fattore di crescita dell’endotelio vascolare 

(VEGF), l’angiopoietina-1 e 2 (Ang1 e Ang2), il fattore di crescita derivato dalle piastrine (PDGF)-BB e il fattore di crescita 

dei fibroblasti (FGF)-2. Il rilascio controllato e sostenuto di questi fattori, da parte dei sistemi macro-incapsulanti, ha 

dimostrato essere più efficace rispetto alla somministrazione sistemica degli stessi sia da soli che in combinazione. 

Ad esempio, il rilascio sostenuto di VEGF da diverse tipologie di dispositivi ha sempre portato ad un miglioramento 

dell’attecchimento delle isole pancreatiche, grazie alla formazione di nuovi capillari (89-93). In alternativa, il rilascio 

sequenziale di diversi fattori pro-angiogenici ha anche dimostrato di favorire una maggiore maturazione dei vasi san-

guigni rispetto al trattamento con un solo fattore di crescita (94). 

Altri tentativi per ottenere una rivascolarizzazione fisiologica, integravano diversi tipi di cellule che potessero sia in-

durre sia partecipare direttamente ai processi angiogenici. Tra queste, MSC, fibroblasti e cellule endoteliali, come 

quelle derivate da cordone ombelicale (HUVEC) sono state utilizzata in sistemi macro-incapsulanti basati su compo-

nenti della ECM. MSC e/o fibroblasti incapsulati in un idrogelo di collagene e fibrina impiantato in topi diabetici di-

mostrava il loro ruolo nel promuovere una maggiore vascolarizzazione, inducendo un rapido guadagno di funzione e 

un miglior controllo della omeostasi del glucosio rispetto alle isole trapiantate singolarmente (95). Allo stesso modo, le 

HUVEC e le isole di ratto incorporate in idrogeli di collagene di tipo I hanno dimostrato di ripristinare la normoglice-

mia entro 8 giorni, mostrando una maggiore presenza di cellule endoteliali e macrofagi con fenotipo pro-angiogenico 

(M2) rispetto a quando le isole venivano trapiantate senza idrogelo e HUVEC (96-97). 

Questi sistemi, tuttavia, non considerano l’aspetto strutturale della nicchia endocrina (Tab. 1). Difatti, nonostante si 

cerchi di ricreare il processo di rivascolarizzazione in maniera fisiologica aggiungendo componenti native (fattori di 

crescita e/o cellule), esso non è completamente controllato e la generazione dei nuovi vasi avviene in maniera rando-
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mica e non organizzata, allungando i tempi di attecchimento. Questo aspetto si ripercuote sull’allungamento delle 

tempistiche per il raggiungimento della normoglicemia oppure provoca l’assenza di funzione dell’impianto. Difatti, 

ciò comporta la perdita di componente endocrina nel periodo che va dal trapianto del sistema e il consolidarsi di una 

rete vascolare, impattando negativamente sulla funzione a lungo termine dell’impianto. 

Sistemi macro-incapsulanti pre-vascolarizzati ex-vivo 

Una nuova strategia che recentemente ha preso piede è quella di ricreare ex vivo un tessuto bioingegnerizzato vascola-

rizzato endocrino. Il vantaggio di utilizzare questi sistemi è quello di fornire alla componente endocrina un sistema 

pre-vascolarizzato prima del trapianto simile alla nicchia insulare che permetta di 1) aggirare gli eventi immunolo-

gici caratterizzanti la prima fase del trapianto intraportale, e 2) limitare la fase avascolare ed ipossica a cui le isole 

vengono sottoposte nei giorni che seguono il trapianto (84, 98-99). In questo modo, la componente endocrina riesce 

ad inte grarsi funzionalmente con il tessuto bioingegnerizzato, massimizzando l’efficienza di attecchimento. Il tes-

suto bioingegnerizzato pre-vascolarizzato progettato in questo modo, pertanto, una volta impiantato, garantisce un 

processo controllato di anastomosi della rete vascolare creata ex vivo, con quella del ricevente, favorendo un rapido 

guadagno di funzione e controllo dell’omeostasi del glucosio. Questi vantaggi offerti dai sistemi macro-incapsulanti 

pre-vascolarizzati provengono dalle peculiari proprietà dei supporti utilizzati. Essi consistono in macro e micro-

strutture che riproducono la microarchitettura vascolare endocrina nativa. Alla base di questo approccio ci sono le 

numerose evidenze degli effetti positivi che le strutture tridimensionali hanno nel ricreare un tessuto vascolarizzato 

che possa integrarsi con il tessuto dell’ospite, facendo funzionare al meglio la componente endocrina (84, 98-99). In 

particolare, i supporti utilizzati per questo scopo, sono per lo più organi decellularizzati. Il processo di decellulariz-

zazione consiste nel perfondere gli organi attraverso gli accessi arteriosi con detergenti in grado di rimuovere la com-

ponente cellulare, preservando le sue nanostrutture, le componenti della ECM e l’architettura della rete vascolare 

nativa dell’organo selezionato (100-102). Una volta “svuotato” della componente cellulare nativa, l’organo decellula-

rizzato, costituito dalla sola impalcatura di ECM, viene rigenerato mediante la semina di diversi tipi cellulari al fine 

di ricostituire non solo la struttura dell’organo ma anche la sua funzione (99, 103). Diversi organi decellularizzati, tra 

cui la milza (104), il pe ricardio (105), il rene (106), il fegato (107), e il polmone (98) sono già stati utilizzati con l’obiettivo 

di bioingegnerizzare tessuti e ricreare il pancreas endocrino (Fig. 1). Tra quelli appena elencati, il polmone decellu-

larizzato ha dimostrato di essere un ottimo supporto per ingegnerizzare un tessuto endocrino pre-vascolarizzato, 

perché strutturalmente è costituito dagli alveoli che sono circondati da una fitta rete di capillari e hanno dimensioni 

simili alle isole pancreatiche. Tale caratteristica strutturale rende l’alveolo una struttura molto simile alla nicchia 

endocrina pancreatica. In aggiunta, il polmone decellularizzato presenta accessi indipendenti originariamente ap-

partenenti alle vie aeree e vascolari. Da un punto di vista bioingegneristico, questi accessi facilitano la colonizza-

zione del tessuto decellularizzato: le cellule endoteliali possono essere introdotte negli accessi vascolari, mentre le 

cellule endocrine possono essere inserite negli accessi delle vie aeree. Studi più approfonditi hanno rivelato una si-

gnificativa sovrapposizione delle proteine della ECM tra pancreas e polmone, suggerendo che l’utilizzo del polmone 

decellularizzato come dispositivo per ingegnerizzare il pancreas endocrino potrebbe essere una via promettente da 

esplorare. A tal proposito, un recente studio ha previsto di ripopolare il lobo del polmone sinistro di ratto con isole di 

maiale neonatale immature (NPIs) dalla trachea e cellule endoteliali derivate dal sangue periferico di soggetti sani 

(BOEC) dagli accessi vascolari. Dopo sette giorni di coltura in bioreattore, quello che si è ottenuto è un sistema bio-

ingegnerizzato endocrino vascolarizzato che ha favorito sia l’integrazione delle NPIs con la rete vascolare creata ex 

vivo che il miglioramento della loro funzione pre-impianto. Una volta impiantato in modelli preclinici diabetici, il 

dispositivo è stato in grado di abbassare l’iperglicemia dopo soli cinque giorni dall’impianto e preservare la funzione 

fino a tre mesi dopo il trapianto. Pertanto, oltre a proteggere la componente endocrina dagli eventi infiammatori e 

massimizzare l’efficienza di attecchimento, il sistema garantisce anche una rapida integrazione con la rete vascolare 

del ricevente, così come dimostrato dalla presenza di funzione fin dalla prima settimana dopo il trapianto (100). Gra-

zie a questi progressi, è emersa una migliore comprensione di come la struttura tridimensionale basata sulla ECM sia 
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cruciale per sostenere la vitalità, la maturazione (soprattutto nel caso delle cellule beta derivate da cellule staminali 

o immature come quelle delle NPIs), nonché per favorire l’attecchimento e la funzionalità in vivo della componente 

endocrina (99, 107-108). 

Ad oggi, nonostante i macro dispositivi pre-vascolarizzati abbiano mostrato un notevole potenziale, risultano ancora 

in una fase iniziale del loro sviluppo; pertanto, non sono ancora stati effettuati studi clinici, ma una loro possibile 

traslazione clinica è possibile. Poiché la maggior parte dei supporti utilizzati come strutture pre-vascolarizzate sono 

di origine animale, è necessario, in previsione di una traslazione clinica, validarne la sicurezza e l’assenza di patogeni 

nocivi per il ricevente. Questo fenomeno può essere superato utilizzando fonti animali transgeniche così da limitare 

la reazione xenogenica e stan dardizzando le procedure per ottenere supporti privi di endotossine, secondo le norme 

dettate dalle buone pratiche di fabbricazione. A sostegno di questo, l’uso di dispositivi basati sull’impiego di ECM de-

rivata da tessuti animali è già stato approvato dalla FDA e alcuni materiali sono già commercialmente disponibili ed 

applicati nella chirurgia orto pedica, la riparazione cardiovascolare e cutanea (109). 

Grazie ai risultati ottenuti dai dispositivi macro-incapsulanti pre-vascolarizzati, concettualmente si è compreso che 

un dispositivo bioingegnerizzato per poter supportare la funzione endocrina debba possedere una struttura tridimen-

sionale a livello sia macroscopico che microscopico in grado di rispecchiare quella nativa e che sia composta da ECM 

in modo da permettere alla componente endocrina di integrarsi più facilmente alla rete vascolare dell’ospite. Per cui, 

avere strutture altrettanto organizzate attraverso tecnologie che permettono di ottenere microstrutture e architettu-

re fatte ad hoc, avrebbe un vantaggio in termini di produzione e standardizzazione del processo. Recentemente una 

tecnologia alternativa alla bioingegnerizzazione di organi decellularizzati che si sta facendo largo nell’ambito del 

trapianto di isole è la stampa 3D (Fig. 1). Essa permette di stampare delle strutture, precedentemente progettate in sili-

co, in modo dettagliato e con caratteristiche desiderate, per ottenere ad esempio un buon rapporto superficie/volume 

e avere una diffusione ottimizzata dei nutrienti e dell’ossigeno o per ottenere una struttura ordinata anche a livello 

macroscopico (110). 

La tecnica, oltre ad essere predisposta ad una standardizzazione del processo di produzione, consente una facile sca-

labilità dei costrutti a dimensioni clinicamente rilevanti (31, 110). L’uso della stampa 3D nell’ambito della sostituzio-

ne delle cellule beta, è relativamente recente; pertanto, pochi sono i lavori che la sfruttano per questa applicazione. 

Tuttavia, nonostante i risultati ottenuti dai primi report siano promettenti, si è subito osservata una più difficile 

diffusione da parte dei nutrienti e dell’insulina, ritardando la funzione della componente endocrina incorporata al 

suo interno (16, 111-115). Pertanto, è necessario scegliere accuratamente i materiali con cui fabbricare questi sistemi 

stampati 3D, considerando la biocompatibilità e la permissività alla diffusione dei nutrienti, nonché alle porosità del 

sistema finale. 

In linea di massima, questo tipo di piattaforme sono rigenerabili con tipi di cellule differenti oppure derivate da di-

verse fonti. Per esempio, per ricreare la vascolarizzazione ex-vivo possono essere utilizzate diverse tipologie di cellule 

endoteliali (CE): primarie, cellule endoteliali formanti colonie (CEFC) e CE derivate da cellule staminali pluripotenti 

(116). Tra queste, le CEFC e le CE derivate da cellule staminali pluripotenti, sono quelle che clinicamente possono es-

sere più rilevanti. Queste tipologie cellulari possono essere facilmente ottenute dai pazienti ed essere utilizzati per 

pre-vascola rizzare questo tipo di strutture ex-vivo e rendere “più autologo” il sistema, per quello che concerne la parte 

vascolare. 

Le cellule endoteliali primarie (CEFC), derivate da sangue periferico, hanno un fenotipo stabile e forti capacità prolife-

rative, ma la loro bassa presenza nel sangue periferico degli adulti (0,05-0,2 cellule/mL) ne rende difficile l’isolamento 

e limita l’uso clinico (117-118). Inoltre, esiste una forte variabilità tra i donatori e molti soggetti non presentano CEFC in 

circolo (119). Per superare queste limitazioni, risulta promettente l’uso delle cellule endoteliali autologhe derivate da 

cellule staminali pluripotenti indotte (iPSC) (120). Queste CE possono eludere il rigetto immunitario e hanno una capa-

cità di crescita illimitata (121). Studi preclinici hanno dimostrato che le CE derivate da iPSC si integrano con l’endotelio 

dell’ospite e possono sostenere la rivascolarizzazione di impianti sottocutanei, portando alla reversione del diabete in 

modelli preclinici immuno-compromessi (122-124). Tuttavia, è fondamentale garantire la sicurezza eliminando even-
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tuali cellule indifferenziate per prevenire la formazione di teratomi (125). Oltre alle CE, altri tipi di cellule, come le 

MSC, i periciti e le cellule muscolari lisce (SMC), mostrano potenziale angiogenico e supportano la vascolarizzazione 

locale e la vitalità delle isole pancreatiche dopo il trapianto (14-15). 

L A COMPONENTE PANCREATIC A ENDOCRINA: FONTI ALTERNATIVE ALLE ISOLE PANCREATICHE UMANE 

La possibilità di avere sistemi di incapsulamento che possono essere progettati per immuno-proteggere, sostenere la 

vitalità, la funzione e/o la maturazione della componente endocrina ha permesso di utilizzare in questi dispositivi 

cellule endocrine derivate da diverse fonti. Tra le fonti di cellule endocrine più promettenti ci sono quelle derivanti 

dalle cellule staminali pluripotenti (PSC), come le cellule staminali embrionali pluripotenti (ESC) o iPSC, e quelle xe-

nogeniche provenienti da maiale (14-15). 

Le ESC e le iPSC sono particolarmente interessanti per la loro capacità di auto-rinnovamento e differenziazione in vari 

sottotipi cellulari, a differenza delle SC adulte, che hanno una limitata capacità proliferativa e che tendono a differen-

ziarsi in specifiche cellule tessutali adulte (126). Pertanto, studi di ricerca sono focalizzati sulla differenziazione delle 

PSC in cellule beta (127-128). Il primo protocollo di differenziamento sviluppato con successo riguardava le ESC, ma 

queste cellule inizialmente mostravano una risposta limitata alla stimolazione del glucosio (127). Per risolvere questo 

problema, si è iniziato a trapiantare cellule pancreatiche endodermiche derivate da ESC, ovvero nello stadio diffe-

renziativo precedente a quello di cellula beta. In topi immunodeficienti, le cellule maturavano spontaneamente e la 

normoglicemia veniva ripristinata dopo 3 mesi (129). Da allora, diversi gruppi hanno esplorato approcci efficaci per 

differenziare le ESC in cellule beta migliorandone la maturazione e la secrezione insulinica indotta da glucosio (130). 

Nonostante questi risultati incoraggianti, l’uso ESC rimane ad oggi argomento di grosso dibattito a causa 1) del persi-

stere di problematiche immunologiche legate ai fenomeni di rigetto e 2) degli interrogativi etici dal momento che esse 

derivano da embrioni (131). Per questo motivo, parallelamente agli studi su ESC, sono stati condotti anche studi per 

ottimizzare protocolli di differenziamento di cellule beta da iPSCs (128). 

Il lavoro effettuato dal gruppo di Melton è stato uno dei primi ad ottenere un alto numero di cellule beta funzionali 

da cellule staminali sia embrionali che indotte, con un’efficienza media di differenziamento in cellula beta del 33% 

(132). Questo è stato possibile mediante l’identificazione di un nuovo protocollo di differenziazione che prevedeva il 

passaggio della coltura cellulare da 2D a 3D, obbligando le cellule ad aggregarsi sotto forma di sferoidi. Il consolida-

mento di questo protocollo nel tempo ha permesso la sua ottimizzazione sia per una produzione di larga scala che 

l’applicazione della stessa procedura sia da soggetto sano che diabetico, dimostrando la versatilità e l’efficienza della 

procedura (133). Il processo nel tempo è stato ulteriormente migliorato e reso efficiente, man mano che si comprende-

vano tutti i meccanismi che stanno alla base del differenziamento (134-136). A tal proposito il gruppo coordinato da 

Otokonski ha recentemente pubblicato l’evoluzione di questa metodica dimostrando un significativo miglioramento 

delle cellule sia in vitro che in vivo (137). Infine, alcuni gruppi hanno evidenziato come piccole molecole, fattori di 

crescita e l’interazione con materiali biologici modifichino la struttura del citoscheletro cellulare e incidano sul pro-

cesso di differenziamento verso il fenotipo di cellule beta (138). Le cellule reagiscono al microambiente attraverso pro-

teine chiamate integrine, le quali interagiscono con la ECM, modificando o promuovendo specifici processi cellulari. 

Perciò, l’utilizzo di materiali bio-mimetici che replicano le caratteristiche della ECM come composizione, rigidità e 

geometria, potrebbe ulteriormente ottimizzare i protocolli di differenziamento. Tuttavia, uno dei più grandi limiti 

dell’impiego di queste cellule in maniera sistematica è il loro potenziale tumorigenico. Difatti, il trapianto di queste 

cellule può portare alla formazione di tumori, a causa delle cellule indifferenziate che possono persistere al termine 

del processo differenziativo (139). 

Nonostante questi rischi, diversi trial clinici sono stati approvati utilizzando cellule beta derivate da ESC e iPSC. I trial 

clinici condotti da Viacyte (NCT02239354 e NCT03163511) hanno utilizzato cellule progenitrici pancreatiche deriva te da 

ESC umane, incapsulate prima nel VC-01, poi nel VC-02 (64-66). Le cellule incapsulate nel VC-02 non avevano svilup-

pato formazioni neoplastiche ed avevano viceversa sviluppato un fenotipo simile alle cellule beta mature. Inoltre, nei 
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pazienti trapiantati con dispositivo VC-02, è stata rilevata nel plasma la presenza del C-peptide, sia a digiuno che in 

risposta a stimolo di glucosio (65-66). 

Recentemente un importante attore nel campo dell’industria farmaceutica, Vertex Pharmaceuticals, ha avviato uno 

studio clinico di fase 1/2 (NCT04786262) con lo scopo di valutare la sicurezza, l’efficacia e la tollerabilità di cellule stami-

nali secernenti insulina (VX-880) infuse attraverso la vena porta in pazienti affetti da DMT1 sottoposti a terapia immu-

nosoppressiva. L’impiego dell’immunosoppressione è un aspetto non irrilevante. Infatti, qualora le cellule dovessero 

prendere una deriva neoplastica, la sospensione della terapia immunosoppressiva esporrebbe l’impianto al sistema 

immunitario del ricevente, che non riconoscendo le cellule come autologhe, le attaccherebbe eliminando l’impianto. 

Recentemente sono stati resi noti i risultati del primo paziente trapiantato. Questi dimostrano come le cellule non solo 

sono in grado di normalizzare la glicemia ma producono un aumento significativo dei livelli di C-peptide a digiuno e 

una riduzione del 91% della necessità di insulina esogena durante i primi 90 giorni dopo il trattamento (140-141). 

Questi risultati evidenziano gli sforzi significativi compiuti per trovare fonti alternative di cellule endocrine pancrea-

tiche, come confermato dai numerosi protocolli sviluppati e dai trial clinici attualmente in corso (69, 142). 

Oltre le cellule beta derivate da PSC, l’attenzione è stata focalizzata anche verso l’uso di fonti endocrine porcine (143). La 

scelta di andare in questa direzione è dipesa: 1) dalla quasi totale omologia che ha l’insulina porcina con quella uma-

na, 2) dalla similarità di risposta metabolica delle cellule beta porcine con quelle umane e 3) dall’avvento delle tecniche 

di ingegneria genetica che hanno permesso di generare maiali geneticamente modificati potenzialmente produttori 

di tessuti in grado di evadere la risposta del sistema immunitario umano dopo trapianto (144-145). Un ulteriore grande 

vantaggio è rappresentato inoltre dalla facilità della procedura di isolamento che, a differenza dell’isolamento delle 

isole dal pancreas umano, permette di ottenere dai 25000 fino ai 500000 IEQ/pancreas funzionali in base alle dimen-

sioni ed età dell’animale. Considerando che l’indice terapeutico per il trapianto di isole è di 10000 IEQ/kg di paziente, 

si evince come utilizzare isole derivanti da maiale potrebbe facilmente soddisfare la carenza di materiale proveniente 

dall’uomo. 

I maiali possono essere divisi in tre fasce di età: fetale, neonatale (approssimativamente <14 giorni di età) e adulta 

(>12 settimane di età). Attualmente in ambito dello xenotrapianto, la scelta si limita all’utilizzo di cellule provenienti 

da animali adulti o neonatali. Ci sono vantaggi e svantaggi in entrambi i casi (146-147). Il processo di isolamento di 

pancreas di maiali adulti fornisce isole completamente differenziate in grado di secernere insulina immediatamente 

dopo il trapianto (148). Un pancreas di maiale adulto può produrre un numero sufficiente di isole per controllare il dia-

bete dopo il trapianto in un paziente diabetico di 60 kg (149). Tuttavia, ci sono limitazioni nell’utilizzo di queste isole: 

1) l’alto costo del mantenimento del maiale fino a quando non raggiunge una dimensione adeguata (a circa 6 mesi di 

età), 2) la difficoltà ed i costi dell’isolamento e 3) la scarsa vitalità in coltura in vitro (150). Diversamente le NPIs hanno 

notevoli vantaggi: 1) bassi costi di mantenimento degli animali prima dell’isolamento (meno di 2 settimane), 2) una 

procedura di isolamento molto più semplice e riproducibile con costi notevolmente inferiori rispetto ai maiali adulti 

(150) e 3) la possibilità di poterle differenziare dopo il trapianto (151-153). A tal proposito, le NPI sono cluster formati da 

cellule endocrine immature (circa il 25% della massa isolata sono cellule beta) e cellule precursori, che quindi necessi-

tano una fase di coltura in vitro per riaggregarsi e maturare prima del trapianto (152-153). 

Per poter utilizzare fonti porcine per sostituire la massa di cellule beta, è fondamentale modificare geneticamente gli 

animali donatori per ridurre il rischio di trasmissioni di patogeni, come quella da retrovirus endogeno suino (PERV), 

il quale sembra essere presente nel genoma della maggior parte degli animali di questa specie (154). Yang et al. ha 

mostrato la produzione di suini geneticamente modificati inattivando PERV tramite CRISPR-Cas9 e trasposoni (155). 

Inoltre, approcci di ingegneria genetica permettono di rendere le isole porcine più compatibili con l’uomo ed evitare 

una forte reazione xenogenica, dovuta per lo più alla presenza di anticorpi verso gli xeno-antigeni (156). Sono stati 

individuati tre xeno-antigeni responsabili della reazione xenogenica verso queste cellule da parte del sistema umano 

(155). Tra questi ci sono residui glicosidici presenti sulle isole di maiale: il galattosil-α1,3-galattosio (αGal) sintetizza-

to dall’α-1,3-galattosiltransferasi (GGTA1), presenti e ad alti livelli sulle isole di maiale; l’acido N-acetilneuraminico 

(Neu5Gc) sintetizzato dalla citidina monofosfato-N-ace tilneuraminico idrossilasi (CMAH); un glicano simile a Sd(a) 
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prodotto dalla β-1,4-N-acetil-galattosaminil transferasi 2 (B4GALNT2) (157). Per rimuoverli definitivamente dalle iso-

le suine, sono stati generati modelli suini geneticamente modificati silenziati singolarmente per GGTA1, CMAH, 

B4GALNT2, o per combinazioni di questi. Isole derivate da questi animali sono state trapiantate in modelli diabetici 

preclinici, senza osservare la formazione di anticorpi diretti verso i tre residui saccaridici deleti. Inoltre, la loro dele-

zione ha causato una considerevole diminuzione della quantità di anticorpi in grado di riconoscere le isole. Infine, la 

delezione di questi antigeni non influenza l’architettura delle isole né la loro funzione (156, 158-160). 

Dal 2011, diversi studi, tra cui il trial clinico condotto da Wang et al. (NCT03162237), hanno dimostrato le potenzialità 

dell’utilizzo delle isole pancreatiche di maiale nello xenotrapianto. Tuttavia, essi hanno mostrato risultati aventi 

una grande variabilità, con pazienti dipendenti dall’insulina esogena che rivela ancora una inefficace capacità tera-

peutica (161-163). 

In primo luogo, trovare una valida fonte alternativa alle isole da donatore umano, risolverebbe la carenza di organi 

donatori e amplierebbe l’applicazione clinica di questo trattamento a un numero maggiore di pazienti (164). In secondo 

luogo, in base al tipo di fonte alternativa utilizzata, come per esempio le cellule beta derivate da cellule staminali, si 

potrebbero ottenere dei dispositivi autologhi, limitando gli effetti avversi del regime immunosoppressivo sui pazienti. 

In terzo luogo, l’uso dell’ingegneria genetica può aiutare ad ottenere delle cellule in grado di limitare la risposta im-

munitaria nei confronti dell’impianto endocrino. 

INGEGNERIZ Z ARE LE CELLULE BETA COME SOLUZIONE AL PROBLEMA IMMUNOLOGICO 

Il successo delle procedure di sostituzione delle cellule beta è ostacolato dalla scarsa capacità di attecchimento delle isole 

e dalle reazioni immunologiche contro di esse, in particolare contro le cellule beta, al momento del trapianto e nel lungo 

periodo. Come già anticipato, dopo l’infusione intraportale, le isole sono esposte a diversi eventi infiammatori (165). In 

questo contesto, la bioingegneria è stata utilizzata, non solo per rimodellare la nicchia endocrina rendendola più favo-

revole, ma anche a sviluppare strategie innovative per limitare l’uso di immunosoppressori, evitando l’insorgenza degli 

effetti indesiderati correlati al loro utilizzo. Difatti, in seguito al trapianto, ai pazienti vengono somministrati a livello 

sistemico immunosoppressori che possono provocare diversi effetti collaterali a organi come i reni, oppure possono in-

durre ulcere o essere mielotossici ed infine intaccare anche la funzionalità delle cellule beta (166). A tal proposito, quello 

che diversi studi stanno cercando di sviluppare, è di evitare la somministrazione sistemica di immunosoppressori, 

ma piuttosto di provare ad inibire a livello topico, quindi, direttamente nel sito di trapianto, la risposta immunitaria. 

Modificare geneticamente la componente cellulare che viene incorporata nei sistemi incapsulanti permette di modi-

ficare l’espressione di molecole che scatenano o inibiscono la risposta immunitaria. In questo modo, le cellule che si 

ottengono, risultano immunologicamente “invisibili” e in grado di sfuggire quindi alla reazione avversa del sistema 

immunitario. Ad esempio, le cellule staminali embrionali pluripotenti (ESC) e le cellule staminali pluripotenti indotte 

(iPSC) possono subire modifiche genetiche, in vitro, prima del processo di differenziazione in cellule beta (14). 

In generale, quando un tessuto allogenico viene trapiantato, esso viene identificato come estraneo da parte delle cellu-

le T tramite il riconoscimento degli antigeni leucocitari umani altamente polimorfici (HLA) (4). Sopprimendo l’espres-

sione di questa macro-proteina di membrana nelle SC, prima di differenziarle in cellule beta, si possono rendere le 

cellule immunologicamente protette dal sistema immunitario del ricevente; tuttavia, tale modifica non limiterebbe il 

riconoscimento del trapianto da parte delle cellule natural killer (NK) (4). A tal proposito, sono stati esplorati altri ap-

procci per estendere a diverse tipologie di cellule immunitarie il meccanismo di non-riconoscimento del trapianto. Ad 

esempio, uno studio recente ha dimostrato che la delezione del gene B2M, un componente di tutti gli HLA polimorfici 

endogeni, nelle cellule staminali pluripotenti (PSC) aumenta l’espressione di HLA di tipo E. Questo HLA ha una na-

tura tollerogenica, conferendo alle cellule l’invisibilità immunologica e permettendo loro di sfuggire all’attacco delle 

cellule T e NK (167). 

Altre strategie mirano ad inibire la risposta immunitaria inducendo la sovraespressione sulla membrana di cellule 

beta derivate da staminali, alcune proteine che sono coinvolte nella soppressione delle cellule T, delle NK o delle cellule 
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mieloidi; tra queste vi sono la proteina PD-L1 o CD47 (168). L’espressione di PD-L1 inibisce l’attivazione delle cellule T 

mentre il CD47 inibisce l’azione fagocitaria dei macrofagi e l’attività citotossica delle cellule NK. Alcuni report hanno 

dimostrato come la presenza di PD-L1 sulle cellule beta, promuova la tolleranza verso l’impianto in modelli murini 

detti “umanizzati”, ovvero ricostituiti con cellule immunitarie umane e pertanto in grado di mimare la risposta im-

munitaria di un soggetto ricevente la stessa tipologia di trapianto (168). Tuttavia, in questo studio la valutazione della 

risposta immunitaria si è limitata a quella allogenica. Infatti, questo modello murino ad oggi non è in grado di ripro-

durre gli eventi che portano all’induzione della risposta autoimmune. 

Altri lavori, invece, hanno dimostrato come, la combinata sovraespressione di CD47 e la delezione delle proteine HLA 

di classe I e II, generi una linea di cellule beta differenziate da PSCs, ipoimmune, ed invisibile sia all’immunità inna-

ta (mediata da macrofagi e NK) che a quella specifica (mediata dalle cellule T citotossiche). La stessa strategia è stata 

adottata anche per modificare direttamente le isole pancreatiche umane, che in seguito, sono state disaggregate e poi 

riaggregate ottenendo dei cluster cellulari, chiamate pseudoisole (169). In questo contesto, si colloca anche la ricerca 

che sta conducendo Sana Biotechnology, pioniera nell’abito delle cellule staminali invisibili sia nel campo del diabete 

che della leucemia. Il loro studio mira ad applicare questa tecnologia alle isole pancreatiche umane isolate da pancreas 

(170). I risultati preliminari ottenuti su alcuni isolati di isole e trapiantati in sede intramuscolare in modelli preclinici 

murini e in primati, hanno dimostrato come la strategia di modifica genetica sia in grado di funzionare anche sulle 

isole umane, ponendo questa strategia come una possibile alternativa clinica al trapianto delle SC. Un trial clinico 

è attualmente in fase di esecuzione (NCT06239636) per valutare la sicurezza e l’efficacia di questo approccio (171-172). 

Questi risultati dimostrano come l’ingegneria genetica applicata su cellule staminali e più recentemente su cellule 

primarie può essere uno strumento molto efficace nel ridurre l’immunogenicità delle cellule beta per sfuggire al riget-

to in un contesto allogenico. 

L’ingegneria genetica viene largamente utilizzata anche per ottenere isole porcine ipo-immunogeniche, con lo scopo 

di renderle invisibili al sistema immunitario. Oltre ad essere necessaria per la delezione degli xeno-antigeni, l’in-

gegneria genetica usata sui donatori animali, può essere utile anche per rendere meno immunogeniche le isole di 

maiale ed: 

1) esprimere proteine di membrana umane, (come ad esempio, CD46, CD55, CD59, coinvolte nell’attivazione del com-

plemento (173-175), o della trombomodulina, recettore C della proteina endoteliale o inibitore della via del fattore tissu-

tale, recettore 1 della proteina asialogylica, CD39, CD73) (176-181); 

2) indurre l’espressione di proteine che inibiscono l’attivazione delle cellule T, ad esempio, immunoglobulina citotossi-

ca dell’antigene-4 dei linfociti T, CTLA4-Ig; LEA29Y, chiamato belatacept, che è una variante ad alta affinità di CTLA4-

Ig; oppure PD-L1, (182); 

3) sopprimere l’espressione del complesso maggiore di istocompatibilità (MHC) di classe I o II (183-184); 

4) indurre l’espressione di HLA di I classe di tipo E (HLA-E) (185) ed HLA-G (186) o di CD47 (187). 

Sono stati condotti studi promettenti con isole porcine modificate, combinando in modo differente le modifiche ge-

netiche apportate sia a livello degli xenoantigeni che ai geni sopra elencati, capaci di inibire attivamente la risposta 

mediata dal complemento o dalle cellule del sistema immunitario. Ad esempio, isole delete per GGTA1 ed esprimenti 

HLA-G hanno dimostrato di resistere all’attacco del complemento e potenzialmente sarebbero in grado di sfuggire l’a-

zione delle cellule NK (188). Uno studio preclinico su primati è stato condotto impiantando nel fegato delle isole delete 

per GGTA1 ed esprimenti CD55 e CD59. I risultati hanno mostrato una consistente funzione a lungo termine (circa 600 

giorni). Tuttavia, durante il periodo di rilevazione della glicemia, gli animali erano, sottoposti a regime immunosop-

pressivo con la somministrazione belatacept e anti-CD154 (189). Un altro lavoro ha usato isole GGTA1-KO ed esprimenti 

CD46 e CD39 impiantate in primati, con somministrazione di anti-CD154. Qui, nonostante la massa insulare era stata 

preservata nei primi giorni dopo il trapianto, le modifiche genetiche non si sono dimostrate sufficienti a preservare la 

funzione nel lungo periodo. Infatti la funzione è stata rilevata solo per 5 mesi (190). Questi risultati, sebbene mostrino 

il notevole potenziale che ha questo approccio, sono ancora preliminari, e pertanto, una determinata combinazione 

tra le diverse modifiche genetiche e l’eventuale utilizzo di un immunosoppressore deve ancora essere definita. Nono-
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stante gli sforzi effettuati per inibire il rigetto mediato dalla risposta allogenica, tra i più recenti sviluppi nel campo 

dell’ingegneria genetica, non vi sono ancora strategie che intaccano i processi relativi alla componente autoreatti-

va. Questo tipo di immunità, che è presente nei pazienti affetti da DMT1, contribuisce al rigetto del trapianto. Essa 

rappresenta ancora un ostacolo nell’applicazione delle SC differenziate in cellule beta. Sebbene la risposta allogenica 

diretta specifica per l’HLA possa essere contenuta, il blocco dell’autoreattività rimane un fattore limitante difficile da 

superare, poiché le cellule T della memoria, una volta attivate, sono particolarmente difficili da inibire (191). Pertanto, 

per contrastare le reazioni autoimmunitarie potrebbero essere necessarie ulteriori modifiche genetiche e rendere le 

strategie di ingegneria genetica efficienti nella complessa realtà immunologica di un trapianto di cellule beta poten-

zialmente allo e auto reattivo (10). 

CONCLUSIONI 

La sostituzione delle cellule beta, sebbene ci siano ancora delle limitazioni sperimentali, resta, ad oggi, una stra tegia 

che permette di ripristinare il controllo endogeno della glicemia, migliorando notevolmente la qualità del la vita ai 

pazienti affetti da DMT1. 

Gli studi effettuati sino ad ora sulla ricerca del miglior sistema di bio-ingegnerizzazione di un pancreas endocrino, 

hanno evidenziato un concetto fondamentale: i dispositivi incapsulanti, di qualsiasi tipologia, dovrebbero essere pro-

gettati in modo da permettere il più rapidamente possibile un’integrazione vascolare funzionale della massa insulare 

infusa. Recentemente è stato osservato come il successo dell’attecchimento iniziale può influenzare la funzione a lun-

go termine delle isole infuse (3). Pertanto, è necessario che l’efficienza di attecchimento venga aumentata. Per questo 

scopo, le piattaforme che conferiscono una struttura tridimensionale organizzata per accogliere sia la componente 

endocrina che quella vascolare sembrano essere le più promettenti. Grazie ad essi, infatti, la vascolarizzazione può 

già essere stabilita ex vivo, senza ricorrere ad una vascolarizzazione in vivo. In questo modo, con l’impiego di dispo-

sitivi strutturalmente organizzati, è possibile ricostruire in maniera organica ex vivo la nicchia endocrina mediante 

la combinazione della componente vascolare con quella endocrina. In questo modo, si limitano tutta quella serie di 

eventi infiammatori a cui le isole sono sottoposte nella fase iniziale del trapianto favorendo un rapido attecchimento 

di una massa insulare ben strutturata e rapidamente irrorata dal flusso sanguigno. 

In conclusione, sebbene ci siano ancora diverse sfide da superare, i progressi nella bioingegnerizzazione di sistemi va-

scolarizzati e immuno-compatibili per la sostituzione delle cellule beta rappresentano una frontiera promettente per il 

trattamento del DMT1. La combinazione di tecnologie avanzate che includono dispositivi incapsulanti tridimensiona-

li pre-vascolarizzati, ingegneria genetica per la creazione di cellule ipo-immuni e donatori “umanizzati”, insieme ai 

successi preclinici in modelli animali di grande taglia, suggerisce che siamo vicini a una svolta significativa. Questa 

sinergia di approcci innovativi potrebbe presto portare a studi clinici di fase I, aprendo la strada a nuove terapie che 

migliorerebbero radicalmente la qualità della vita dei pazienti affetti da questa patologia. 
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