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ABSTRACT

In recent decades, metabolic diseases have reached epidemic proportions, significantly impacting quality of life and healthcare costs and high-
lighting the urgent need for new therapeutic strategies. Adipose-derived stem cells (ASC) offer promise for regenerative medicine due to their dif-
ferentiation potential and paracrine activity. Preclinical and clinical studies suggest their therapeutic potential in diabetes and its complications.
This work reviews ASC properties, molecular mechanisms, and recent clinical applications, addressing key challenges for their widespread use.
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1. INTRODUZIONE

Le malattie metaboliche rappresentano oggi una delle emergenze sanitarie pill pressanti a livello globale, con un impatto
significativo sulla qualita della vita e sui costi sanitari. L'incremento dei casi di obesita e diabete, strettamente legati a stili
divitamoderni e a fattori ambientali, evidenzia la necessita di strategie terapeutiche innovative e integrate per fronteggia-
re questa crisi. La medicina rigenerativa sta rivoluzionando 'approccio terapeutico a diverse patologie croniche; in questo
contesto, le malattie metaboliche rappresentano un potenziale campo di applicazione ancora inesplorato (1).

Le cellule staminali adipose (ASC) sono cellule mesenchimali derivate dal tessuto adiposo, caratterizzate da una note-
vole plasticita e da proprieta immunomodulatorie. Queste cellule, infatti, sono in grado di differenziarsi in numerosi
tipi cellulari, tra cui adipociti, osteociti, condrociti e miociti, e rilasciano una varieta di mediatori che influenzano la
rigenerazione tissutale e la modulazione dell'infiammazione (2).

Studi preclinici e clinici hanno evidenziato come le ASC possano contribuire al ripristino dell'omeostasi cellulare e
alla rigenerazione dei tessuti danneggiati, aprendo la strada a nuove strategie terapeutiche che integrano approcci
cellulari e farmacologici (1).

Lobiettivo di questo paper ¢é fornire una panoramica esaustiva del ruolo delle ASC nella terapia delle malattie metabo-
liche, analizzando in dettaglio il loro impatto sul metabolismo, sulle complicanze del diabete di tipo 2 e sull’applica-
zione nel diabete di tipo 1.
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2. ILRUOLO DELLE ASC NEL METABOLISMO E NEL TESSUTO ADIPOSO

La funzione del tessuto adiposo non si limita all'immagazzinamento dell’energia; esso svolge un ruolo attivo nella
secrezione di numerosi fattori solubili, note come adipochine, che agiscono in modalita autocrina e paracrina per
regolare la funzione stessa del tessuto adiposo, e in modalita endocrina influenzando organi bersaglio quali cuore,
polmoni, pancreas (3-6). Inoltre, le adipochine sono in grado di modulare la secrezione di fattori in altri tessuti, deter-
minando effetti pro- o anti-infiammatori in base al contesto biologico. Come dimostrato dal nostro gruppo di ricerca,
sebbene appartengano ad un compartimento staminale indifferenziato, anche le ASC sono in grado di secernere fatto-
ri solubili e adipochine, con un profilo secretorio specifico a seconda del tessuto di provenienza (7).

Un altro ruolo fondamentale delle ASC e quello del controllo dei processi di adipogenesi e lipogenesi. Lequilibrio fra
questi due processi € essenziale per il corretto funzionamento del tessuto adiposo e per 'omeostasi metabolica dell’or-
ganismo. 'adipogenesi avviene mediante I'attivazione di una serie di fattori di trascrizione come PPARy (Peroxisome
Proliferator-Activated Receptor gamma) e C/EBPa (CCAAT/enhancer-binding protein alpha), che predispongono le ASC
alla maturazione (8). La lipogenesi invece & un processo di accumulo lipidico intracellulare che si verifica prevalente-
mente a livello degli adipociti maturi, in quanto il compartimento staminale non possiede questa capacita; nonostan-
te questo, le ASC sono in grado di esercitare un controllo indiretto attivando programmi trascrizionali che modulano
la predisposizione dei futuri adipociti alla sintesi lipidica e, parallelamente, secernono fattori paracrini in grado di
influenzare I'espressione dei geni chiave della lipogenesi nelle cellule in fase di differenziazione (9).

Questi meccanismi congiunti assicurano un bilanciamento ottimale tra la formazione di nuovi adipociti e la loro atti-

vita lipogenica, contribuendo cosi a mantenere 'omeostasi energetica e metabolica dell'organismo.
3. ASCE RINNOVAMENTO TISSUTALE

In relazione al loro potenziale rigenerativo, le ASC contribuiscono fisiologicamente al mantenimento dell'omeostasi
tissutale. Questo avviene sia grazie alla capacita delle ASC di differenziare nel tessuto danneggiato/senescente, sia
attraverso meccanismi paracrini e interazioni con le cellule residenti, stimolando la proliferazione, la differenziazio-
ne e la sostituzione delle cellule danneggiate mediante la secrezione di molecole bioattive (miRNA e citochine) (10). E
ampiamente riconosciuto e consolidato che il meccanismo di rigenerazione mediato dalle ASC operi a livello adiposo,
cutaneo, vascolare e nei tessuti connettivi e riempitivi che conferiscono forma, supporto e tonicita alla pelle (11, 12);
tuttavia, recenti evidenze suggeriscono che questo processo rigenerativo si estenda anche ad altri tessuti. Il muscolo
scheletrico riveste un ruolo fondamentale per la sensibilita insulinica, essendo direttamente coinvolto nella captazio-
ne del glucosio; studi su modelli murini hanno dimostrato che le ASC possono infiltrarsi nel muscolo attraverso un
meccanismo piastrine-dipendente, riparando le fibre danneggiate (13). A livello cardiaco invece, studi in vivo hanno
dimostrato che ASC residenti nel tessuto adiposo epicardico sono in grado di differenziarsi in cardiomiociti maturi,
contribuendo al recupero e al mantenimento della funzione del miocardio (13). Altri studi hanno indicato che il tessuto
adiposo avrebbe un potenziale rigenerativo anche nei compartimenti epatici e pancreatici, sebbene ulteriori ricerche
siano necessarie per confermare il coinvolgimento diretto delle ASC (14, 15).

Complessivamente, le ASC si configurano come un elemento chiave del sistema di rigenerazione naturale, operando in
sinergia con altri meccanismi endogeni per preservare I'integrita e la funzionalita di tessuti e organi.

Funzioni fisiologiche e patogenesi

In condizioni fisiologiche, le ASC supportano il rinnovamento cellulare, contribuendo a mantenere un equilibrio tra
la formazione e la degradazione delle cellule adipose. Tuttavia, con I'invecchiamento, il compartimento staminale
subisce un progressivo declino sia nella quantita che nella funzionalita cellulare. Questo fenomeno compromette la
capacita rigenerativa delle ASC, rendendo i tessuti meno capaci di mantenere l'omeostasi e favorendo I'insorgere di
patologie legate all'invecchiamento, come il diabete di tipo 2 (1). Numerosi studi hanno dimostrato che l'eta avanzata
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é associata alla senescenza delle ASC, un meccanismo che riduce la capacita di queste cellule di rispondere a stimoli
rigenerativi e di modulare il microambiente tissutale (16-18). Questi meccanismi sono innescati da una aumentata at-
tivita della p-galattosidasi, dei regolatori del ciclo cellulare p16 e p21, e dall’accumulo di prelamina A a livello nucleare.
Inoltre, siinnesca uno switch funzionale che promuove un fenotipo secretorio associato alla senescenza (SASP) tramite
il rilascio di citochine fibrotiche (TCF-alfa e beta) e metalloproteasi, che possono influenzare I'ambiente circostante e
promuovere 'inflammazione (18). La combinazione di un numero ridotto di ASC e 'accumulo di cellule senescenti nel
tessuto adiposo contribuisce ad una perdita di insulino-sensibilita e alla progressiva disfunzione del metabolismo
lipidico, fattori che sono noti per favorire I'insorgenza del diabete di tipo 2 (19). Il deterioramento del tessuto adiposo,
in particolare attraverso la senescenza delle ASC, compromette la capacita di immagazzinare energia e di regolare il
metabolismo, generando un ambiente infiammatorio cronico che aggrava la resistenza insulinica. In parallelo, la per-
el'accumulo di adiposita viscerale, che aumenta con l'eta, é strettamente correlata a questa condizione.

Il legame fra ASC e metabolismo nella patogenesi del diabete é in realta ambivalente, in quanto non solo la senescenza
delle ASC contribuisce ad una ridotta sensibilita insulinica, ma l'inflammazione sistemica di basso grado nei soggetti
con disfunzioni metaboliche aggrava ulteriormente il deterioramento del compartimento staminale. Infatti, I'esposi-
zione cronica a citochine pro-infiammatorie come TNF-a, IFN-gamma e RANTES, innescano uno stress ossidativo che
riduce ulteriormente la capacita del compartimento staminale di rispondere efficacemente al danno tissutale (20). In
questo modo, i disturbi metabolici diventano pit pronunciati, facilitando il peggioramento della condizione clinica e
aumentando la vulnerabilita al diabete di tipo 2.

Recenti evidenze suggeriscono che SIRT1, una deacetilasi dipendente dal NAD* coinvolta nei meccanismi di regolazio-
ne dello stress cellulare e dell'invecchiamento, svolga un ruolo cruciale nel modulare la senescenza delle ASC (21, 22).
Studi in vitro hanno evidenziato che una riduzione dell’espressione di SIRT1 nelle ASC ¢ associata a un aumento dei
marcatori di senescenza, come l'attivita della -galattosidasi e I'espressione degli inibitori del ciclo cellulare p16 e p21
(21). Al contrario, l'attivazione farmacologica di SIRT1 tramite composti come il resveratrolo ¢ in grado di attenuare i
processi senescenti, migliorando la capacita proliferativa e il potenziale rigenerativo delle ASC (23, 24). Queste eviden-
ze supportano l'ipotesi che SIRT1 agisca come un regolatore chiave della senescenza nelle ASC, contribuendo a preser-
vare la funzionalita cellulare durante il processo di invecchiamento

Il ruolo di SIRT1 € stato valutato in maniera approfondita anche nel nostro Laboratorio di Ricerca. I nostri studi hanno
dimostrano che le ASC del tessuto addominale viscerale di soggetti obesi presentano un aumento intrinseco dell’adi-
pogenesi e dell’'accumulo lipidico rispetto a quelle provenienti da soggetti non obesi, fenomeno correlato a una ridu-
zione significativa dei livelli di SIRT1 e SIRT2. In particolare, mediante esperimenti in vitro abbiamo evidenziato che
l'overespressione di SIRT1 e SIRT2 in ASC viscerali di soggetti obesi inibisce la differenziazione adipocitaria, mentre
la downregolazione nelle ASC di soggetti non obesi ne promuove il processo. Questi risultati suggeriscono che SIRT1
e SIRT2 regolano 'espansione del tessuto adiposo viscerale nell'obesita, rappresentando un meccanismo chiave nella
patogenesi delle disfunzioni metaboliche associate, come il diabete di tipo 2 (25).

4. ASCE POTENZIALE NELLA MEDICINA RIGENERATIVA

Lavvento della medicina rigenerativa, basata sull'impiego delle cellule staminali, ebbe inizio negli anni Sessanta

grazie all'uso pionieristico delle cellule staminali del midollo osseo (Bone Marrow Stem Cells, BMSC) (26). Sebbene le

BMSC siano state ampiamente studiate per il loro potenziale rigenerativo, 1'utilizzo clinico di questa fonte staminale

presenta alcuni limiti dovuti principalmente a:

« scarsa numerosita cellulare: é stato stimato che in 1ml di tessuto midollare sono presenti circa 6x10"6 cellule nu-
cleate, di cui solamente lo 0.001-0.01% sono staminali (27). Inoltre, il loro numero si riduce all'avanzare dell’eta del
soggetto donatore (28);

« procedura di prelievo a livello della cresta iliaca relativamente invasiva (29).
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Al contrario, il tessuto adiposo si é rilevato una fonte abbondante e facilmente accessibile di cellule staminali adipose
(ASC), caratterizzato da una maggiore capacita proliferativa ed una abbondanza significativamente maggiore (27, 30,
31). Sebbene una ridotta disponibilita cellulare possa essere compensata ricorrendo a donatori allogenici, la necessita
di trattamenti immunosoppressivi e i potenziali rischi dirigetto ne riducono l'efficacia. Al contrario, il prelievo di ASC
consente di ottenere quantitativi idonei per trapianti autologhi, sufficienti per terapie rigenerative su porzioni tissuta-
li relativamente pitt estese. Inoltre, la procedura di prelievo delle ASC mediante lipoaspirazione e pitt semplice e meno
invasiva rispetto alle BMSC midollari, dal momento che il tessuto adiposo si presta maggiormente all’agoaspirazione
rispetto alla matrice dura e compatta del tessuto osseo.

Nonostante i vantaggi del trattamento autologo, alcuni dubbi sorgerebbero nei pazienti pitt anziani, che potrebbero
presentare una incrementata senescenza del compartimento staminale. A tal proposito, uno studio in vitro ha valuta-
to le capacita rigenerative di ASC provenienti da soggetti anziani confrontandole con quelle di soggetti piti giovani, di-
mostrando che nonostante i processi di senescenza dovuti all'invecchiamento queste cellule potrebbero essere ugual-
mente efficaci per applicazioni cliniche, grazie alla capacita di preservare le proprieta clonogeniche e differenziative
con l'avanzare dell’eta (32).

5. ASCE TRATTAMENTO DELLE MALATTIE METABOLICHE

In considerazione del loro potere rigenerativo, le ASC potrebbero essere un candidato promettente per il trattamento delle
malattie metaboliche (33). La possibilita di differenziarsi in diverse linee cellulari e di secernere fattori paracrini coin-
volti nel rinnovamento tissutale rende le ASC idonee all’utilizzo per una vasta gamma di applicazioni cliniche. Queste
proprieta sono particolarmente rilevanti nel contesto del diabete di tipo 2, in cuil'infiammazione cronica e la senescenza
cellulare contribuiscono allo sviluppo dell'insulino-resistenza con effetti deleteri su diversi organi target (18).

Di seguito verranno discussi studi preclinici che hanno esplorato I'uso delle ASC nel diabete e altre patologie correlate.

ASC e diabete di tipo 2

Studi in vitro su ASC isolate da topi con diabete di tipo 2 hanno evidenziato che, sebbene queste cellule conservino
una marcatura cellulare e una capacita differenziativa equivalente ai controlli, il tasso di proliferazione risultava si-
gnificativamente ridotto. Ciononostante, una singola infusione endovenosa di queste ASC nel modello in vivo di topo
diabetico portava a un miglioramento della sensibilita insulinica, a una riduzione dell'infiammazione e dell'accumu-
lo lipidico nel tessuto adiposo e nel fegato, e a un incremento della massa delle cellule f-pancreatiche, effetto che &
durato fino ad almeno 5 settimane dopo l'infusione. Questi dati suggeriscono che, nonostante il tessuto adiposo vada
incontro a disfunzione nei soggetti diabetici, le ASC conservino un’efficace capacita di promuovere la sensibilizzazione
insulinica e di proteggere il pancreas nei trattamenti autologhi (34).

Un approccio interessante per migliorare l'efficacia di queste terapie potrebbe includere interventi mirati a potenziar-
ne ulteriormente le capacita rigenerative. Zuo et al hanno evidenziato che il recettore adrenergico a2 (Adraza) regola
le funzioni rigenerative delle ASC nel diabete di tipo 2: mentre l'attivazione del recettore riduce la proliferazione, la
migrazione e la secrezione di fattori di crescita, il knockdown di Adraz2a potenzia queste proprieta, incrementandone
i potenziali effetti benefici (35). Un grosso limite insito negli approcci di editing genetico, tuttavia, risiede nel poten-
ziale rischio neoplastico e alle problematiche di ordine etico e normativo, rivelandosi poco praticabili in ambito clinico
allo stato attuale. Piu fattibili invece sembrerebbero i trattamenti in vitro attraverso molecole o fattori di crescita in
grado di potenziare l'effetto rigenerativo delle ASC. In particolare, studi in vitro su cellule umane suggeriscono che
il trattamento delle ASC con resveratrolo e in grado di ridurre i marcatori di senescenza e stress ossidativo attraverso
l'attivazione di vie di segnale mediate da SIRT1 (36). Il nostro Gruppo di Ricerca ha inoltre dimostrato che questo si-
gnalling sembrerebbe avere un impatto positivo anche sull'obesita, dal momento che una maggiore espressione di
SIRT1 da parte delle ASC é in grado di inibire 'espansione patologica del compartimento viscerale, che € notoriamente
associato ad effetti deleteri sulla salute (25). Pertanto, il targeting di SIRT1 in pazienti con obesita potrebbe mediare
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effetti benefici multipli, inibendo non solo la senescenza cellulare ma anche i meccanismi che favoriscono I'accumulo
di grasso ectopico.

Complicanze del diabete di tipo 2

Le complicanze del diabete di tipo 2 rappresentano una delle principali cause di morbilita dei pazienti diabetici (37);

fra queste e possibile annoverare il piede diabetico, la nefropatia e la retinopatia. Queste condizioni derivano da dan-

ni progressivi ai vasi sanguigni e ai nervi periferici, causati principalmente da iperglicemia persistente, resistenza
all'insulina e alterazioni metaboliche croniche. Lelevata concentrazione di glucosio nel sangue porta a processi in-
fiammatori e stress ossidativo, che a loro volta danneggiano I'endotelio e favoriscono la formazione di specie reattive
dell'ossigeno. Nel contesto della neuropatia diabetica, 'accumulo di prodotti finali della glicazione avanzata (AGEs)
e la disfunzione della microcircolazione nervosa compromettono l'integrita delle fibre nervose, causando perdita di
sensibilita e dolore. Parallelamente, la vasculopatia diabetica, caratterizzata dall'infiammazione cronica e dall'ispes-
simento delle pareti dei vasi, riduce l'apporto di ossigeno e nutrienti ai tessuti, favorendo il sorgere di complicanze
quali il piede diabetico - con ulcere, infezioni e, in casi gravi, amputazioni - nonché la nefropatia, che porta a una pro-
gressiva perdita della funzione renale, e la retinopatia, che puo culminare in cecita. Questi meccanismi patogenetici
evidenziano I'importanza di sviluppare strategie terapeutiche che, oltre al controllo glicemico, mirino a proteggere
la microcircolazione e la funzione nervosa, al fine di prevenire I'insorgenza e la progressione delle gravi complicanze
associate al diabete di tipo 2 (38). Le ASC hanno dimostrato un notevole potenziale terapeutico non solo per migliorare

il controllo glicemico, ma anche per trattare le complicanze croniche del diabete.

* Nefropatia diabetica: la nefropatia diabetica & una delle principali cause di insufficienza renale cronica. Studi
preclinici hanno evidenziato che I'uso di ASC puo ridurre la progressione della nefropatia tramite effetti anti-in-
fiammatori e anti-fibrotici. Un recente studio ha valutato 'efficacia delle “ASC sheet”, ovverosia sottili pellicole bio-
logiche formate interamente da ASC. Questa tecnologia si basa sull’utilizzo di polimeri termosensibili nella piastra
di coltura, che consentono il distacco delle cellule in maniera enzimatica-free, preservando i legami intercellulari
che si formano durante la coltura in vitro. Il trapianto diretto di ASC sheet nei reni ha mostrato notevoli vantaggi ri-
spetto ad altre modalita di somministrazione delle ASC, contribuendo alla riduzione significativa dei livelli di FABP
e KIM-1, marker di danno urinario. Il vantaggio delle ASC sheet puo essere attribuito alla conservazione dell’archi-
tettura cellulare e del microambiente locale che si genera attraverso i legami intercellulari. In questo modo si ottiene
consentendo un potenziamento della risposta rigenerativa, migliorando la funzionalita del tessuto danneggiato e
rallentando la progressione del danno (39).

- Piede diabetico: il piede diabetico € una complicanza del diabete caratterizzata da neuropatia periferica e micro-
angiopatia, che compromettono sia la sensibilita che il rifornimento di sangue ai tessuti del piede. Questi processi
portano a una riduzione della capacita di percepire lesioni, unita a un deteriorato processo di guarigione, rendendo
il piede particolarmente vulnerabile a ulcere, infezioni e, nei casi pit gravi, portando alla necessita di amputare l'ar-
to. Un recente studio condotto su modelli diabetici di topo ha esaminato il meccanismo molecolare alla base dell’ef-
ficacia terapeutica della tecnologia ASC sheet caricato con esosomi contenenti l'Interferon Regulatory Factor 1 (IRF1).
Attraverso un’analisi condotta sull’attivita trascrizionale di questo fattore, € stato scoperto che IRF1 é in grado di
modulare specifici miRNA coinvolti nella proliferazione dei fibroblasti, la migrazione cellulare e 'angiogenesi, ele-
menti essenziali per la riparazione tissutale. Eseguendo il trapianto diretto di ASC sheet carichi di IRF1 sui topi con
piede diabetico, é stato dimostrato che questa terapia rigenerativa e in grado di facilitare la riparazione delle ferite, e
potrebbe pertanto rappresentare una potenziale strategia terapeutica innovativa per il trattamento delle ulcere (40).

* Retinopatia diabetica: la retinopatia diabetica & una complicanza microvascolare che puo portare a cecita. In uno
studio condotto da Mendel et al, topi con retinopatia indotta sono stati trattati con un’iniezione intravitreale di
10.000 ASC per studiarne le proprieta angiogeniche e neuroprotettive. I ricercatori hanno osservato che le ASC sono
in grado di differenziarsi in periciti, cellule mesenchimali dall’attivita contrattile che si trovano in prossimita dei
capillari e che svolgono un ruolo fondamentale nel sostegno e nella stabilizzazione della microvascolarizzazione.
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I periciti sono presenti sia nel tessuto adiposo che a livello dei vasi retinici, evidenziando un potenziale intrinseco
delle ASC nell'integrare e rigenerare la rete vascolare. In condizioni sia di danno lieve che di retinopatia severa, il
trapianto di ASC ha determinato una riduzione significativa dell’area avascolarizzata, mentre le cellule staminali
BMSC non sono riuscite a ottenere effetti rigenerativi comparabili. Questi risultati suggeriscono che le ASC siano
maggiormente competenti nel promuovere la rigenerazione vascolare rispetto ad altre fonti staminali, probabil-
mente perché, sotto stimoli adeguati, riescono ad esprimere in modo efficace i marker dei periciti, contribuendo cosi
alla protezione e alla riparazione della retina (31).

Questi risultati supportano l'idea che I'impiego delle ASC nel diabete di tipo 2 possa offrire benefici sia diretti, grazie

alla rigenerazione pancreatica, sia indiretti, tramite la prevenzione e il trattamento delle complicanze croniche.

ASC e diabete di tipo1

I1 diabete di tipo 1 &€ una malattia autoimmune in cui il sistema immunitario distrugge progressivamente le cellule
B-pancreatiche, portando a una carenza assoluta di insulina. In questo contesto, le ASC emergono come potenziali
candidate per la terapia cellulare, grazie alla loro capacita di modulare 'infiammazione e stimolare la rigenerazione
delle cellule B-pancreatiche. Un primo approccio é gia stato effettuato in vivo in topi in cui il diabete di tipo 1 é stato
indotto mediante somministrazione di anticorpi anti-PDL1, scatenando i meccanismi autoimmuni che inducono la
patologia. Nello specifico si e osservato che, quando ai topi venivano somministrate ASC per via endovenosa, la funzio-
ne pancreatica veniva ripristinata (41). Questi dati suggeriscono che le ASC siano in grado di migrare spontaneamente
verso l'area del danno, favorendo la rigenerazione pancreatica e, possibilmente, la differenziazione in cellule f.

Un altro approccio promettente é la realizzazione di beta cellule competenti nel secernere insulina in risposta al glucosio
(GSIS-responsive), la cui funzionalita viene compromessa sia nel diabete di tipo 1 che nel tipo 2. Le ASC rappresentano
un candidato ideale per la differenziazione in cellule  grazie alla loro elevata plasticita, capacita di self-renewal, dispo-
nibilita e facilita di isolamento. Un recente studio ha testato tre protocolli differenti per ottenere cellule produttrici di
insulina (IPCs) a partire da ASC derivate dal tessuto adiposo umano. Il protocollo che ha ottenuto i risultati migliori ha
utilizzato piastre rivestite con laminina, in combinazione con insulin-trasferrina-selenio, B27, N2 e nicotinamide, otte-
nendo un notevole aumento dell'espressione dei geni endocrini pancreatici e una risposta insulinica efficace al glucosio.
Inoltre, in vivo, le IPC hanno mostrato un efficiente homing al pancreas e hanno migliorato i parametri metabolici nei
topi diabetici, evidenziando il potenziale terapeutico di questo approccio per il trattamento del diabete (42). Nel contesto
del diabete di tipo 1, un potenziale ostacolo a queste terapie ¢ la necessita di immunosoppressione, a causa della sua pa-
togenesi immunomediata. Una possibile soluzione puo essere I'incapsulamento delle IPC in un materiale biocompatibile
come l'alginato, che funge da barriera immuno-isolante, impedendo l'attacco del sistema immunitario ma consentendo
al contempo il passaggio di nutrienti e molecole essenziali. Questo approccio ha il vantaggio di evitare le complicazioni
derivanti dalle terapie immunosoppressive, che sono spesso necessarie nei trapianti di beta cellule in soggetti con diabe-
te di tipo 1. Inoltre, é stato osservato che I'incapsulazione di ASC e IPC nello stesso sistema permette 'instaurarsi di un
crosstalk cellulare in grado di migliorare significativamente i risultati terapeutici. Infatti, le ASC favoriscono il processo
divascolarizzazione, permettendo il passaggio di ossigeno e sostanze nutritive attraverso la barriera di incapsulazione e
migliorando quindi la funzionalita e sopravvivenza delle cellule trapiantate (43).

6. ASCE MEDICINA RIGENERATIVA: APPLICAZIONI CLINICHE

Numerosi studi clinici hanno avviato sperimentazioni per valutare la sicurezza e l'efficacia delle ASC nel trattamento
delle malattie metaboliche e del diabete, con risultati promettenti. Al momento, l'applicazione clinica delle ASC pilt
investigata nel contesto delle patologie metaboliche ¢ la cura delle ulcere del piede diabetico, in quanto rappresenta
I'approccio pitt semplice e immediato da implementare nella pratica clinica. Una delle strategie pii utilizzate consiste
nell’utilizzo della tecnologia ASC sheet incorporata in un supporto idrogel, che viene applicato direttamente sul letto
della ferita. In un trial clinico randomizzato condotto su 59 pazienti, questo tipo di trattamento ¢ stato in grado di
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favorire la chiusura completa della ferita con una percentuale di successo del 55% superiore rispetto al trattamento
convenzionale, ed un tempo mediano per la guarigione significativamente inferiore (44).

Come discusso in precedenza, un’altra complicanza comune del diabete di tipo 2 € la nefropatia diabetica; in questo
contesto ¢ stato condotto uno studio clinico in fase 1in cui ASC di provenienza allogenica sono state iniettate per via
endovenosa in pazienti con patologia renale cronica dovuta a diverse cause, incluso il diabete (45). Irisultati hanno mo-
strato che il trattamento é stato generalmente ben tollerato, con solo due pazienti che hanno manifestato lievi effetti
avversi. Inoltre, un aumento dell’eCFR ¢ stato osservato in 7 dei 12 pazienti (58%) alla settimana 24 e in 6 dei 12 pazienti
(50%) alla settimana 48. Sebbene i risultati siano incoraggianti, la terapia e ancora lontana dal rappresentare una cura
definitiva per la patologia e ulteriori ricerche sono necessarie per migliorarne l'efficacia e I'applicabilita clinica.

Altri studi condotti su un pitt basso numero di pazienti hanno invece investigato la possibilita di sfruttare il potenziale
rigenerativo delle ASC per la cura del diabete di tipo 1. Dantas et al (46) hanno mostrato come una singola infusione en-
dovenosa di ASC allogeniche in 6 pazienti con diabete di tipo 1 inducesse un significativo miglioramento nel controllo
glicemico e un incremento dei livelli di C-peptide a 3 mesi dal trattamento, con effetti avversi lievi e transitori. Lo stesso
gruppo di ricerca ha poi dimostrato, in uno studio successivo (47) che la terapia con ASC allogeniche era in grado non solo
di mediare benefici metabolici ma di promuovere meccanismi immunomodulatori in grado di prevenire la risposta au-
toimmune e ridurre i livelli di citochine proinfiammatorie, proteggendo cosi le cellule B-pancreatiche dalla distruzione.
In un altro trial clinico prospettico e open-label realizzato su un totale di 10 pazienti, un approccio pit avanzato é
stato messo a punto tramite la co-infusione di cellule staminali ematopoietiche e cellule IPC ottenute attraverso la
differenziazione in vitro di ASC autologhe. L'approccio combinato é stato studiato per sfruttare sinergicamente due
meccanismi complementari: mentre le IPC fungono da sostituto diretto delle cellule B-pancreatiche distrutte dall’au-
toimmunita, le staminali ematopoietiche possiedono proprieta immunomodulatorie in grado di ridurre l'attivita au-
toreattiva del diabete di tipo 1. I risultati hanno mostrato che, nel corso di un follow-up medio di circa 31,7 mesi, si &
ottenuta una riduzione dei livelli medi di C-peptide, del fabbisogno di insulina, dei livelli di emoglobina glicata e di
anticorpi CAD, senza registrare nessun effetto avverso alla terapia (48). Uno studio simile su ASC differenziate in vitro
in IPC e staminali ematopoietiche ¢ stato condotto da Thakkar et al (49), mettendo pero a diretto confronto 'approccio
autologo con quello allogenico. I pazienti trattati con I'approccio autologo hanno mostrato miglioramenti pitt marcati:
una riduzione significativa del fabbisogno insulinico, diminuzione dei livelli di HbA1c e un incremento sostenuto dei
livelli di C-peptide, suggerendo un controllo dell'iperglicemia piu stabile rispetto al gruppo allogenico.

In sintesi, la letteratura attuale suggerisce che la scelta tra cellule autologhe e allogeniche sia cruciale per ottimizzare
l'equilibrio tra efficacia clinica e sicurezza nel trattamento; nello specifico, sebbene le ASC di provenienza allogenica
consentano di selezionare donatori con caratteristiche ottimali e possano essere prelevate in anticipo, consentendo un
intervento tempestivo, la fonte autologa presenterebbe maggiori vantaggi in termini di compatibilita immunologica,
riducendo gli effetti collaterali ed il rischio di rigetto.

7. TECNOLOGIE ATTUALI

Attualmente, le strategie pitt comuni per sfruttare le capacita rigenerative del tessuto adiposo sono (i) la micronizza-
zione del tessuto adiposo e (ii) 'isolamento manuale delle ASC.

La micronizzazione consiste nella frammentazione meccanica del tessuto adiposo; a seconda del livello di frammenta-
zione e delle procedure specifiche del protocollo e possibile ottenere diversi tipi di emulsione lipidica, quali “microfat”,
“nanofat” e “SVF-gel”. Differentemente dall'isolamento manuale, la micronizzazione del tessuto adiposo si presta
maggiormente all'automatizzazione, riducendo la necessita di personale qualificato, facilitando la realizzazione di
dispositivi completamente chiusi ed aderenti alle linee guida per le “good manufacturing practices” (CMP) e sempli-
ficando le procedure cliniche. Uno dei concorrenti piut all'avanguardia in questo campo e Lipogems® (50), azienda che
ha sviluppato un dispositivo completamente chiuso in grado di frammentare il tessuto adiposo attraverso metodiche
semi-automatiche. Tuttavia, la micronizzazione del tessuto adiposo presenta alcuni limiti importanti, quali:
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+ unaridotta capacita rigenerativa dovuta alla composizione eterogenea e non nota del tessuto adiposo micronizzato,
che oltre alle ASC contiene cellule endoteliali, cellule immunitarie e fattori infiammatori.

Ridotta applicabilita ad un numero limitato di contesti, come a terapie anti-aging, estetiche, per la cura dell’osteo-
artrite e per il trattamento del piede diabetico (50, 51). Tale limite é dettato nuovamente dall’'eterogeneita e viscosita
del preparato, che non é possibile somministrare endovena.
+ La necessita di elevate quantita di tessuto adiposo per il processo di micronizzazione (>50g), che riduce la possibilita
di applicazione nelle persone magre con ridotta adiposita.
A differenza della micronizzazione, l'isolamento manuale delle ASC consente di ottenere una popolazione pura ed
omogenea di cellule staminali. In questo modo, € possibile concepire trattamenti in vitro per migliorare le potenzialita
rigenerative delle cellule o adattarle alle necessita cliniche, ad esempio differenziandole nel citotipo di interesse, come
le IPC per la rigenerazione della popolazione beta-cellulare pancreatica. Inoltre, le ASC possono essere messe in coltura
e amplificate in vitro, consentendo cosi di partire da una quantita inferiore di tessuto adiposo. Diverse metodiche di
isolamento sono disponibili in letteratura per l'isolamento delle ASC, con efficienza e versatilita variabile a seconda
del protocollo. Nello specifico, il nostro Laboratorio di Ricerca ha messo a punto un protocollo estremamente efficiente
e versatile (25) in grado di adattarsi all’'occorrenza per l'isolamento da tessuto adiposo di altre componenti staminali
dirilevanza clinica quali i progenitori endoteliali (52). Nonostante i vantaggi delle metodiche di isolamento manuale
delle ASC, anche questo approccio presenta diversi limiti, tra cui:
» la necessita di personale altamente qualificato per l'intera procedura di isolamento e amplificazione in vitro, che
potrebbe richiedere diverse settimane/mesi.
« Altorischio di contaminazione per via delle procedure manuali, che e possibile prevenire solo attraverso l'utilizzo di
camere bianche e appositi presidi, costosi e poco pratici.
« Risultati variabili dipendenti dall'operatore.
Considerando i limiti delle strategie attuali, la soluzione vincente potrebbe consistere nello sviluppo di un macchina-
rio in grado di automatizzare completamente l'isolamento delle ASC, combinando i vantaggi della micronizzazione
con quelli dell'isolamento manuale. Un dispositivo di questo tipo permetterebbe di superare le problematiche legate
alla variabilita del prodotto finale, garantendo una popolazione omogenea e standardizzata di ASC mediante un siste-
ma chiuso e sterile, conforme agli standard CMP. Lautomazione consentirebbe inoltre di ottenere risultati altamente
riproducibili e di ridurre i costi di produzione, minimizzando la necessita di personale altamente specializzato ed
evitando I'impiego di camere bianche. In questo contesto, il nostro Laboratorio di Ricerca ha sviluppato una tecnologia
innovativa per l'isolamento automatizzato delle ASC, depositando un brevetto europeo (53) relativo a una macchina
robotizzata per l'isolamento automatizzato delle ASC e che é attualmente in fase di perfezionamento per garantire
I'aderenza alle linee guida GMP.

8. LIMITI E SFIDE FUTURE

Una sfida significativa riguarda l'ingegnerizzazione delle ASC in vitro, un aspetto cruciale per migliorarne il poten-
ziale terapeutico. Sebbene siano state sviluppate diverse strategie per modificarne le proprieta biologiche e il destino
differenziativo (42), vi sono ancora difficolta tecniche e regolatorie che ne limitano l'applicazione clinica (54). L'intro-
duzione di modificazioni genetiche mediante vettori virali o sistemi di editing genomico, come CRISPR-Casg, puo
potenziare le capacita rigenerative e immunomodulatorie delle ASC, ma solleva questioni relative alla sicurezza, alla
stabilita genetica e al rischio di trasformazione oncogenica (55). Inoltre, l'ottimizzazione delle condizioni di coltura
per mantenere la vitalita e la funzionalita delle ASC ingegnerizzate & un fattore determinante, poiché variazioni am-
bientali possono influenzarne il profilo secretorio e diftferenziativo.

A questi ostacoli si aggiunge la difficolta di mantenere I'identita cellulare delle ASC dopo manipolazioni prolungate
in vitro, in quanto il numero di passaggi, l'uso di specifici fattori nel mezzo di coltura e la stessa aderenza alla piastra
possono col tempo promuovere alterazioni fenotipiche potenzialmente rischiose, sollevando un potenziale rischio tu-
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Tabella 1

MODELLO DI STUDIO

ASC murinein coltura

ASCumanein coltura

Modello murino diabetico

Modello murino di nefropatia
diabetica

Modello murino di retinopatia

diabetica

Pazienti con piede diabetico

Pazienti con nefropatia

diabetica

Pazienti con diabete di tipo1

Pazienti con diabete di tipo1

Pazienti con diabete di tipo1

INTERVENTO
Knockdown del recettore

Adraza

Trattamento delle ASC con
Resveratrolo

Infusione endovenosa di ASC

Trattamento con ASC sheet

Iniezione intravitreale di ASC

Trattamento con ASC sheet

Infusione di ASC allogeniche

Infusione endovenosa di ASC
allogeniche

Co-infusione ASC e staminali
ematopoietiche

Infusione di ASC autologhe vs
allogeniche

OUTCOME PRINCIPALE

Aumento della proliferazione
e secrezione difattoridi
crescita

Riduzione dello stress
ossidativo e dei marcatori di
senescenza

Miglioramento della
sensibilita insulinica e
protezione delle cellule
-pancreatiche

Riduzione dei marker di
danno renale e migliorata
rigenerazione tissutale

Riduzione dell'area
avascolarizzata e promozione
dellarigenerazione vascolare

Accelerazione della chiusura
delle ulcere e miglioramento
dellarigenerazione

Miglioramento della
funzionalita renale (aumento
eGFR)

Aumento dei livelli di
C-peptide e miglior controllo
glicemico

Riduzione del fabbisogno
insulinico e miglioramento dei
parametri metabolici

Maggiore efficacia
dell'approccio autologo nel
controllo dell'iperglicemia

& Studi preclinici e clinici sull’utilizzo delle ASC nel campo della medicina rigenerativa per le malattie metabo-
liche e complicanze correlate
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morigenico in caso di reimpianto. A tal riguardo, i regolamenti internazionali sulla manipolazione avanzata delle cel-
lule staminali sono stringenti e potrebbero limitare I'impiego clinico su larga scala di ASC geneticamente modificate,
richiedendo ulteriori studi preclinici e clinici per garantire sicurezza ed efficacia (56). In Europa, '’Agenzia Europea per
i Medicinali (EMA), attraverso il Comitato per le Terapie Avanzate (CAT), regola le terapie basate su cellule staminali,
classificandole come Advanced Therapy Medicinal Products (ATMP) se sottoposte a sostanziale manipolazione, come
l'espansione in coltura o la digestione enzimatica. Tali prodotti devono soddisfare rigorosi criteri GMP, che includo-
no l'uso di materiali xeno-free, I'assenza di antibiotici e reagenti potenzialmente immunogenici, e test di sterilita
microbiologica e di contaminazione da micoplasmi (57). Tuttavia, 'elevato costo dei reagenti conformi agli standard
GMP e i lunghi tempi di validazione dei test di sicurezza rappresentano una sfida per la diffusione di queste terapie.
In Italia, 'Agenzia Italiana del Farmaco (AIFA) supervisiona l'attuazione delle normative EMA, consentendo in alcuni
casil'impiego di ATMP al di fuori dell’iter regolatorio standard solo per sperimentazioni limitate all'uso non ripetitivo
e non commerciale di terapie avanzate in strutture sanitarie autorizzate (“Hospital Exemption”). Sebbene questa dero-
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ga faciliti 'accesso ai trattamenti innovativi in ambito di ricerca, la sua applicazione resta limitata e non sostituisce
un’effettiva commercializzazione su larga scala (56).

Un altro limite rilevante riguarda la standardizzazione dei protocolli di isolamento e caratterizzazione delle ASC,
che attualmente variano notevolmente tra diversi laboratori e centri di ricerca. Differenze nei metodi di digestione
enzimatica e nelle modalita di coltura in vitro possono influenzare significativamente la qualita e la funzionalita
delle ASC, ostacolando la riproducibilita dei risultati tra studi preclinici e clinici. A questo si aggiunge la variabilita
interpaziente, che puo influenzare la qualita e la quantita di ASC ottenute da ciascun donatore. Fattori come l'eta, il
sesso, l'indice di massa corporea e lo stato metabolico del paziente possono alterare il profilo biologico delle ASC, in-
fluenzandone la capacita proliferativa, differenziativa e secretoria (10). Questa eterogeneita rappresenta una sfida per
l'applicazione clinica standardizzata, poiché il comportamento delle ASC potrebbe variare in modo imprevedibile da
un paziente all’altro.

9. CONCLUSIONI

Le ASC rappresentano una delle innovazioni pitt promettenti nel campo della medicina rigenerativa, offrendo solu-
zioni terapeutiche avanzate per il trattamento delle malattie metaboliche e del diabete. I numerosi studi preclinici e
clinici presentati in questo paper evidenziano che I'impiego delle ASC puo migliorare la funzione pancreatica, aumen-
tare la sensibilita insulinica e mitigare le complicanze croniche del diabete (Tab. 1). Inoltre, evidenze emergenti sup-
portano l'utilizzo delle ASC anche per il trattamento del diabete di tipo 1, grazie alla loro capacita di modulare l'attivita
autoimmune e favorire la rigenerazione delle cellule B-pancreatiche.

Nonostante i risultati promettenti, permangono sfide importanti, quali la standardizzazione dei protocolli, I'inge-
gnerizzazione delle cellule e il monitoraggio a lungo termine della sicurezza terapeutica. La collaborazione multidi-
sciplinare e lo sviluppo di approcci combinati rappresentano la chiave per tradurre le evidenze sperimentali in terapie
concrete e personalizzate.

In conclusione, il panorama della ricerca sulle ASC ¢ in rapida evoluzione, e le evidenze attuali lasciano intravedere un
futuro in cui queste cellule diventeranno parte integrante delle strategie terapeutiche contro il diabete e le malattie
metaboliche. L'integrazione di studi preclinici, sperimentazioni cliniche e innovazioni tecnologiche contribuira a de-
finire protocolli terapeutici standardizzati, capaci di migliorare significativamente la qualita della vita dei pazienti.
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