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La visualizzazione con metodiche non invasive
delle isole di Langerhans e la quantificazione
della massa b-cellulare pancreatica sono state
considerate un campo di studio ad alta prio-

rità da parte del National Institute of Diabetes and
Digestive and Kidney Diseases (NIDDK) e dalla Juvenile
Diabetes Research Foundation negli USA a partire dal
1999 (Imaging pancreatic beta cell mass, function or
inflammation; Release Date: July 29, 1999 RFA: DK-
99-018). In Europa, all’interno del settimo programma
quadro per la ricerca, sono attualmente attivi almeno
due consorzi che hanno come scopo primario lo studio
e lo sviluppo di metodiche finalizzate all’imaging della
b-cellula (BetaImage; http://www.betaimage.eu/en/be-
taimage-consortium.php, coordinato dal Prof. Martin
Gotthardt del Radboud University Nijmegen Medical
Centre, Olanda; VIBRANT: In Vivo Imaging of Beta-
cell Receptors by Applied Nano Technology;
http://www.fp7-vibrant.eu/; coordinato dal Dott. Theo
Schotten del Center for Applied Nanotechnology di
Amburgo, Germania). Ad oggi, in ClinicalsTrial.gov
sono registrati otto studi clinici nell’uomo, finalizzati
alla visualizzazione della massa b-cellulare: cinque nel
paziente diabetico tipo 1 e tre nel paziente trapiantato
con isole pancreatiche (Tabella 1). Tutto questo testimo-
nia il notevole interesse della comunità scientifica per
lo sviluppo di strumenti che permettano la visualizza-
zione diretta della massa b-cellulare. La misurazione
quantitativa della massa di b-cellule e la visualizzazio-
ne spaziale delle sue componenti costituiscono uno
strumento potenzialmente rivoluzionario nel campo del
diabete. Infatti, metodi affidabili, sensibili, specifici e
non invasivi per una completa caratterizzazione strut-
turale e funzionale della vita delle b-cellule pancreati-
che in vivo rafforzerebbero la nostra comprensione
della patofisiologia sia del diabete tipo 1 (DMT1) sia
tipo 2 (DMT2). Per esempio, anche se alcuni dei fattori
di rischio per lo sviluppo del diabete mellito legati allo

stile di vita sono ben noti (come l’obesità nel caso del
DMT2), i meccanismi fisiopatologici molecolari precisi
sottesi e la tempistica con cui conducono alla diminu-
zione della massa delle b-cellule devono ancora essere
chiariti. Allo stesso modo, esistono ancora molte inco-
gnite per quanto riguarda l’inizio, lo sviluppo e l’anda-
mento temporale delle alterazioni delle isole di
Langerhans nel DMT1. Inoltre, il continuo sviluppo di
nuovi approcci terapeutici per il diabete basati sulla far-
macologia (per esempio nel DMT2 agonisti del recetto-
re per glucagon-like peptide (GLP)-1 e inibitori della
dipeptidilpeptidasi (DPP)-4 e nel DMT1 trattamento con
immunomodulatori all’esordio mediante anticorpi
monoclonali anti CD3, anti CD20 o trapianto autologo
di midollo) o sulla sostituzione delle cellule (trapianto
d’isole e trapianto di pancreas) richiede sempre con
maggior forza la rapida elaborazione di metodi per la
valutazione longitudinale in vivo della massa b-cellula-
re. In termini generali gli approcci fino ad ora prodotti
per la stima della massa b-cellulare possono essere clas-
sificati in due grosse categorie: metodi invasivi e meto-
di non invasivi (Tabella 2). All’interno dei metodi non
invasivi si possono poi identificare due sottogruppi:
metodi indiretti che includono i test metabolici-funzio-
nali e metodi diretti che comprendono in senso stretto
le metodiche d’imaging b-cellulare.

Metodi­ invasivi­ per­ la­ valutazione­ della
massa­ b-cellulare:­ risultati,­ limiti­ e
potenzialità

I metodi invasivi per la stima della massa b-cellulare
includono le metodiche che prevedono l’analisi diretta
del tessuto pancreatico - in genere mediante microsco-
pia ottica (immunoistochimica, immunofluorescenza,
microscopia a scansione laser) - e la successiva valuta-
zione morfometrica delle b-cellule. Caratteri-stica
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Yale University Non ancora
aperto al

reclutamento

[11C]DTBZ Columbia
University
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[11C]DTBZ NIDDK Completato

Magnetic resonance
perfusion imaging

Pfizer Interrotto

18F-Fallypride University
of California,

Irvine

Completato

Ferucarbotran
(iron-based MRI
contrast agent)

University Hospital,
Geneva

Aperto al
reclutamento

Tomografia a
emissione di positroni
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Risonanza magnetica

Tomografia a
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Tomografia
computerizzata

Risonanza magnetica

Risonanza magnetica Ferucarbotran Diabetes Center,
Institute for Clinical
and Experimental
Medicine Prague,
Czech Republic

Aperto al 
reclutamento

Aperto al 
reclutamento

Tomografia a 
emissione di positroni 
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2-[18F]-2-deoxy-
D-glucose
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University
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Tabella 1 Studi clinici registrati in ClinicalTrials.gov finalizzati alla visualizzazione della massa b-cellulare

Diretti

Tecnica Tempistica ApplicabilitàMetodi

Invasivi

IndirettiNon
invasivi

Valutazione

Test
metabolici

Ottico

Microscopia ottica, 
microscopia a scansione

laser, tomografia a
proiezione ottica

OGTT, IVGTT, 
test arginina, 

clamp iperglicemico 

Microscopia a scansione
laser, extended-focus

optical coherence
microscopy, imaging
con bioluminescenza

Cross-
sectional

Uomo
e animale

Uomo
e animale

Uomo
e animale

Animale

Nucleare Risonanza magnetica,
tomografia a emissione
di positroni, tomografia
a emissione di fotone

singolo

Non
possibile

Sì

Spaziale

2D/3D Complessa
ma possibile

Quantitativa

Longitudinale

3D Sì Longitudinale

Per alcune
metodiche
possibile

Sì Longitudinale

Imaging
delle isole

Tabella 2 Metodi di valutazione della massa b-cellulare



essenziale di questo tipo di approccio è la necessità di
avere a disposizione il tessuto pancreatico, con il con-
seguente limite di applicazione ai soli studi ex vivo.
Questo implica che nell’uomo, non essendo di fatto
disponibile la possibilità di studiare il tessuto ottenuto
da biopsie per le oggettive difficoltà di sottoporre
pazienti a procedure bioptiche multiple del pancreas, i
metodi invasivi sono applicabili esclusivamente su
materiale autoptico o su tessuto recuperato durante
interventi di resezione del pancreas. Un secondo pro-
blema correlato alla morfometria è la necessità di un
largo campionamento del tessuto per ottenere una
quantificazione affidabile della massa b-cellulare, pro-
cedura che implica quindi una notevole mole di lavo-
ro. Nonostante questi limiti, i metodi invasivi rimango-
no, a oggi, uno dei cardini dello studio della massa b-
cellulare nell’uomo. Sono stati i primi ad essere utiliz-
zati poiché sono largamente basati sulla microscopia
ottica (1–8). Tutte le informazioni disponibili sulla
dinamica di crescita e sull’entità della replicazione e
apoptosi delle b-cellule nell’uomo sia in fase prenatale
sia postnatale derivano, di fatto, dagli studi di valuta-
zione mediante metodi invasivi. Grazie a questo
approccio è stato possibile dimostrare, per esempio, che
la riduzione della massa b-cellulare è una caratteristi-
ca fondamentale del DMT1 che mostra all’esordio una
distruzione tra il 67 e il 90% della massa originale.
Analogamente, anche nei pazienti con DMT2 gli studi
con metodiche d’indagine invasiva hanno mostrato
una riduzione, seppur più modesta (20–50%), della
massa b-cellulare (9–12). Durante la fase prenatale è
stato possibile dimostrare che la differenziazione delle
b-cellule inizia a partire dalla 9° settimana di gestazio-
ne, che la componente b-cellulare aumenta in modo
lineare fino alla nascita, che la replicazione delle b-cel-
lule è presente ad alte frequenze in tutte le fasi di vita
prenatale e che, simultaneamente, l'apoptosi delle b-
cellule è in corso a livelli relativamente elevati fino alla
nascita (13). Fisiologicamente, nella fase postnatale la
massa b-cellulare si espande diverse volte dalla nasci-
ta all'età adulta e il tasso relativo di crescita è più ele-
vato durante l'infanzia per poi diminuire progressiva-
mente con l'età adulta senza una fase secondaria di
crescita durante l'adolescenza. Generalmente, un alto
tasso di replicazione delle b-cellule è coincidente con
la grande espansione della massa b-cellulare postnata-
le, implicando la proliferazione e non la neogenesi
come meccanismo fisiologico primario per la crescita.
Coerentemente, dopo la nascita le isole pancreatiche

aumentano di dimensioni piuttosto che di numero (14).
Accanto alla definizione delle variazioni legate allo svi-
luppo, i metodi invasivi hanno permesso di evidenziare
che esiste una plasticità della massa b-cellulare nell’uo-
mo, in genere accoppiata alla richiesta funzionale. Per
esempio, si è visto che l’obesità è associata a un incre-
mento tra il 20 e il 50% della massa b-cellulare rispet-
to ai soggetti normopeso (10, 15). Ugualmente anche la
gravidanza appare associata a un aumento della massa
b-cellulare (16). Un’eccezione all’incremento della
massa b-cellulare legata all’aumentata richiesta funzio-
nale pare essere la pancreasectomia: dopo una pancrea-
sectomia parziale del 50% (17) non si sono evidenziate
espansioni della massa b-cellulare nel pancreas rima-
nente, dimostrando che la plasticità delle b-cellule è
dipendente dallo stimolo che produce una aumentata
richiesta funzionale. Infine, i metodi invasivi hanno
permesso di studiare le variazioni di massa b-cellulare
in presenza di patologie del pancreas esocrino. Un
esempio per tutti è il caso della pancreatite cronica dove
è stato possibile mettere in evidenza la presenza di una
diminuzione della massa b-cellulare del 29% (18).

Accanto al calcolo della massa, i metodi invasivi
hanno tentato di valutare anche i meccanismi che
regolano la plasticità b-cellulare. Infatti, oltre ai para-
metri di morfometria delle b-cellule (densità delle isole,
area e diametro delle isole, frazione di area insulino-
positiva del pancreas, frazione di area insulino-positi-
va intraisola, diametro nucleare e cellulare delle b-cel-
lule, ecc.), sono stati nel tempo analizzati parametri
come la proliferazione, l’apoptosi e la neogenesi b-cel-
lulare. La proliferazione è stata valutata mediante dop-
pia colorazione in immunoistochimica con anticorpi
contro insulina e anticorpo MIB1 (che riconosce la pro-
teina Ki67) ed espressa come percentuale delle cellule
insulino-positive che esprimono la proteina Ki67.
L’apoptosi è stata studiata utilizzando il metodo TUNEL
(Terminal Uridine deoxynucleotidyl transferase dUTP
Nick End Labeling) che evidenzia la frammentazione
del DNA ed è espressa come percentuale delle cellule
insulino-positive e TUNEL-positive. Infine, la neogene-
si è stata valutata mediante immunoistochimica con
anticorpi contro insulina ed espressa come percentuale
delle cellule duttali che esprimono insulina.

Sulla base di queste indagini, è stato suggerito che il
meccanismo principale che regola nell’uomo dopo la
nascita la plasticità delle b-cellule in condizioni fisio-
patologiche sia il bilancio netto tra la proliferazione e
l’apoptosi. Si deve però rilevare che in termini genera-
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li questo tipo di studi presenta alcuni limiti. Per quan-
to riguarda la valutazione della proliferazione, la pro-
teina Ki67 è espressa in tutte le fasi del ciclo cellulare
ad eccezione di G0 e di un breve periodo di G1, costi-
tuendo effettivamente un buon marker di proliferazio-
ne ma, anche se non è espressa durante i processi di
riparazione del DNA, è tracciabile, a volte, in cellule
non proliferanti associata alla sintesi di RNA riboso-
miale. Per quanto concerne la valutazione dell’apopto-
si, l’affidabilità della metodica TUNEL su sezioni paraf-
finate non è sempre ottimale. Ugualmente, l’equazione
positività per insulina nella cellula duttale uguale a
neogenesi b-cellulare è un assunto non ancora dimo-
strato. Se a questi limiti tecnici-concettuali si somma
che il tessuto autoptico utilizzato in questi studi spesso
non è di qualità eccellente e che per definizione per-
mette studi esclusivamente di tipo cross-sectional,
appare evidente che i risultati riportati vadano valuta-
ti con prudenza.

L’impressionante progresso nel campo delle tecnolo-
gie d’imaging ottico ha consentito ai metodi invasivi di
visualizzazione della massa b-cellulare un notevole
avanzamento qualitativo negli ultimi anni. Attraverso
la microscopia laser confocale a scansione, ad esempio,
è stato possibile risolvere la citoarchitettura dell’isola
umana in coltura, permettendo la quantificazione della
massa b-cellulare intrainsulare (19, 20). Infatti, la
microscopia laser confocale a scansione è una tecnica
per ottenere immagini ad alta risoluzione ottica con
selettività di profondità. La caratteristica fondamentale
di questa microscopia è la sua capacità di acquisire
immagini in-focus da profondità selezionata, un pro-
cesso noto come sezionamento ottico. Le immagini
sono acquisite punto per punto e poi ricostruite al com-
puter, consentendo la valutazione tridimensionale del-
l’isola. In questo modo è stato possibile evidenziare
che, a differenza delle isole murine e contrariamente a
quanto di solito riportato nei libri di testo, nelle isole
umane le cellule endocrine non sembrano avere loca-
lizzazioni anatomiche preferenziali. Nelle isole umane
è costante una grossa variabilità nella composizione
quantitativa delle cellule endocrine: le b-cellule rap-
presentano dal 28 al 75% del totale (mediana 53,9%),
le cellule a dal 10 al 65% del totale (mediana 34,4%) e
le cellule d produttrici di somatostatina dall’1,2 al 22%
(mediana 10,4%). In genere, le b-cellule non segregano
in cluster e la gran parte (71%) mostra associazioni con
altre cellule endocrine, suggerendo importanti intera-
zioni paracrine. Inoltre, nelle isole umane la maggior

parte delle cellule endocrine è allineata lungo i vasi
sanguigni senza alcun particolare ordine o disposizio-
ne, indicando che la microcircolazione probabilmente
non determina l’ordine delle interazioni paracrine.

Un secondo esempio di nuova tecnologia applicata
al campo della valutazione della massa b-cellulare è la
tomografia a proiezione ottica (optical projection tomo-
graphy) (21, 22). Questa nuova tecnica di microscopia
permette l'imaging 3D dei campioni biologici e ha due
importanti vantaggi rispetto alla microscopia confoca-
le: può visualizzare campioni con dimensioni maggio-
ri (più di 1 cm di diametro) ed è in grado di visualizza-
re il tessuto anche in assenza di colorazioni specifiche
con sostanze fluorescenti. Questo tipo di tecnica ha
recentemente consentito di visualizzare la massa b-cel-
lulare e la relazione con l’infiltrazione linfocitaria
durante lo sviluppo del DMT1 nei modelli murini (topo
NOD). Tuttavia, sia la microscopia confocale sia la
tomografia a proiezione ottica richiedono la fissazione
del campione e immunolabelling e, di conseguenza,
non possono essere applicate in vivo.

Metodi­ non­ invasivi­ indiretti­ per­ la
valutazione­della­massa­b-cellulare:­è­ la
funzione­il­corrispettivo­della­massa?

I metodi non invasivi indiretti per la valutazione della
massa b-cellulare sono basati sull’assunto che la fun-
zione b-cellulare sia direttamente correlata alla massa
b-cellulare e che, conseguentemente, la risposta secre-
toria insulinica sia proporzionale al numero di b-cellu-
le presenti nel pancreas (23). Sulla base di quest’assun-
to, variazioni nella capacità secretoria insulinica sareb-
bero il riflesso di variazioni della massa b-cellulare e
quindi quantificando la capacità secretoria insulinica è
possibile quantificare la massa b-cellulare. Il vantaggio
principale di quest’approccio risiede nel fatto che è
possibile valutare senza grandi difficoltà, in modo ripe-
tuto nel tempo, la funzione b-cellulare sia nell’uomo
sia nell’animale. Infatti, la funzione b-cellulare in vivo
è facilmente quantificata come secrezione insulinica in
risposta a stimoli “fisiologici” durante test di stimola-
zione. I metodi più frequentemente utilizzati sono il
test orale di tolleranza al glucosio (OGTT), il test di tol-
leranza al glucosio per via endovenosa (IVGTT), il test
di stimolazione per via endovenosa con arginina
(IVAST) e il potenziamento con glucosio della secrezio-
ne d’insulina arginina-indotta (GPAIS). Ciascuno di
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questi test presenta vantaggi e limiti. L’OGTT è il più
facile da eseguire e tiene conto dell’effetto delle incre-
tine endogene che aumentano la secrezione d’insulina,
ma non consente la rilevazione della risposta insulini-
ca acuta (prima fase di secrezione d’insulina). L’IVGTT
è stato progettato per esaminare direttamente la prima
fase di secrezione d’insulina che è la risposta b-cellula-
re più sensibile agli effetti negativi dell’iperglicemia.
Infatti, la perdita di secrezione insulinica di prima fase
è un segno distintivo principale del DMT2 e questa
risposta è diminuita quando i livelli di glucosio a digiu-
no sono maggiori di 100 mg/dL e assente quando i
livelli sono maggiori di 115 mg/dL. L’IVGTT non è in
grado di analizzare gli effetti delle incretine sulla secre-
zione d’insulina. L’IVAST ha il vantaggio di poter esa-
minare la risposta insulinica di prima fase, anche quan-
do i livelli di glucosio a digiuno sono maggiori di 115
mg/dL ma, come l’IVGTT, non è in grado di valutare gli
effetti delle incretine. GPAIS è stato ideato per accerta-
re la massima risposta insulinica acuta (AIR) all’argini-
na. In termini pratici, un importante vantaggio
dell’IVGTT e dell’IVAST è che la prima fase di secrezio-
ne d’insulina può essere stimata entro 15 minuti, men-
tre l’OGTT e il GPAIS richiedono tre ore e GPAIS neces-
sita di un’infusione endovenosa di glucosio oltre all'i-
niezione di arginina.

La domanda centrale che ci si pone quando si parla
dei metodi non invasivi indiretti è quanto sia veramen-
te stretta la correlazione tra i risultati dei test metabo-
lici e la massa b-cellulare. Se consideriamo la valuta-
zione in condizioni di normoglicemia, gli studi nell’uo-
mo che hanno affrontato questo problema sono pochi
poiché la possibilità di modificare in modo quantitati-
vo e controllato la massa b nell’uomo è limitata ad
alcuni modelli clinici. Seaquist e Robertson (24), ad
esempio, hanno valutato se i test di funzionalità delle
b-cellule sono influenzati dalla rimozione del 50%
della massa insulare. Hanno esaminato la risposta insu-
linica acuta al glucosio (AIRgluc), all’arginina (AIRarg)
e all’arginina potenziata dal glucosio (AIRargMax) nei
donatori sani viventi di pancreas sottoposti a emipan-
creasectomia. I risultati hanno chiaramente dimostrato
che post pancreatectomia, a dispetto di livelli d’insuli-
nemia e glicemia basale normali, i donatori di pancreas
mostrano una diminuita capacità secretoria insulinica
in risposta al glucosio e all’arginina, con una riduzio-
ne della riserva b-cellulare rispetto a soggetti control-
lo. Il modello ha ovviamente alcuni caveat poiché:
1. non permette di esaminare esattamente quanta

massa b-cellulare è stata realmente asportata, sti-
mandola del 50% dall’assunto che le isole abbiano
una distribuzione uniforme nel pancreas;

2. assume che nessun fenomeno compensatorio (pro-
liferazione, neogenesi o ipertrofia) modifichi la
massa b-cellulare rimanente dopo la chirurgia.

Ad ogni modo, questo risultato ha evidenziato per la
prima volta che, in presenza di normoglicemia, la
risposta insulinica acuta è in grado di essere modifica-
ta da variazioni della massa b-cellulare e quindi possa
essere utilizzata come misura indiretta delle modifica-
zioni di massa. Un secondo modello di grande interes-
se per valutare la relazione tra massa e funzione è il
trapianto di isole pancreatiche. Questo modello ha il
vantaggio di determinare esattamente il numero d’iso-
le infuse permettendo una misura accurata della massa
b-cellulare. Tuttavia, anche questo modello ha alcuni
caveat poiché, per esempio, assume che tutte le isole
trapiantate siano vitali e sopravvivano all’infusione
intraepatica. Inoltre, questo modello è a volte ulterior-
mente confuso dall'uso di farmaci immunosoppressivi
per proteggere il trapianto dal rigetto, farmaci che pos-
sono avere importanti conseguenze sia sulla secrezione
insulinica sia sulla resistenza insulinica dei tessuti peri-
ferici. Teuscher et al. (25) hanno valutato la correlazio-
ne tra la funzione cellulare espressa come risposta
insulinica acuta e la massa b-cellulare trapiantata in
pazienti normoglicemici in assenza di terapia insulini-
ca sottoposti ad autotrapianto d’isole post-pancreasec-
tomia totale per pancreatite cronica. I risultati hanno
mostrato che AIRgluc, AIRarg e AIRargMax sono molto
correlati con la massa delle isole trapiantate (rispettiva-
mente r=0,84, r=0,65, r=0,81). Più di recente, Ryan et
al. (26) hanno esaminato la stessa relazione nei pazien-
ti tipo 1 che hanno raggiunto la condizione d’insulino-
indipendenza e normoglicemia dopo trapianto alloge-
nico d’isole e in trattamento con farmaci immunosop-
pressivi. Anch’essi hanno osservato che AIRarg è molto
correlata con la massa delle isole trapiantate (r=0,79).
È questa correlazione sufficiente a giustificare l’utiliz-
zo dei metodi non invasivi indiretti per valutare la
massa b-cellulare? La risposta è probabilmente no.
Infatti, i dati nel complesso indicano che, prendendo in
esame la migliore performance, i valori di coefficiente
di correlazione tra massa e funzione sono nell'interval-
lo tra 0,80 e 0,85. Ciò significa che circa il 64–72%
della variabilità del rapporto può essere spiegato dalle
due variabili in esame e questo lascia circa il 30% della
variazione non contabilizzata. Inoltre, la dimostrazione
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che la secrezione insulinica stimolo-indotta riflette la
massa di b-cellule è stata evidenziata quando i livelli di
glucosio sono normali. Le b-cellule esposte anche a
iperglicemia cronica lieve o a richiesta funzionale esa-
cerbata sviluppano alterazioni della secrezione insuli-
nica associate a modificazioni dell’espressione genica e
proteica. Per esempio, la risposta insulinica acuta al
glucosio può essere utilizzata esclusivamente in assen-
za d’iperglicemia o stress funzionale a digiuno.
Analogamente, condizioni come l’obesità tendono a
disaccoppiare la relazione funzione-massa, come dimo-
strato dal fatto che la massa è aumentata del 30–50%,
a fronte di una capacità secretoria insulinica aumenta-
ta del 100% (27). Ad ogni modo, con tutti i loro limiti,
questi metodi rimangono al momento gli unici utilizza-
bili in clinica tra i metodi non invasivi.

Metodi­ non­ invasivi­ diretti­ per­ la
valutazione­della­massa­b-cellulare:­una
possibilità­non­ancora­disponibile

I metodi non invasivi diretti per la valutazione della
massa b-cellulare sono basati sulle tecnologie d’ima-
ging ottico o nucleare (Tabella 3). Indipendentemente
dai limiti e dalla potenzialità che ogni tecnica può

offrire, la visualizzazione della massa b-cellulare pre-
senta difficoltà oggettive non facili da superare.
Innanzitutto, le isole sono di piccole dimensioni (tra 50
e 500 mm) e, seppur numerose (circa 1 x 106), sono
disperse nel tessuto e non rappresentano più dell’1–2%
della massa totale del pancreas. Secondariamente, il
pancreas ha nell’uomo una posizione di difficile acces-
so per lo studio con alcune metodiche (ecografia).
Infine, la differenza in termini di densità ottica e
nucleare ed ecogenicità tra il tessuto endocrino e quel-
lo esocrino non permette, in assenza di mezzi di con-
trasto, la visualizzazione delle isole con le metodiche
disponibili nell’uomo. Il risultato di tutto questo è che
nessuna delle tecniche d’imaging non invasive nell’uo-
mo è in grado in questo momento di visualizzare la
singola isola o la singola b-cellula. Nonostante questo,
numerosi studi sono in corso al fine di sviluppare
approcci che possano essere trasferiti nella valutazione
clinica della massa b-cellulare. È necessario innanzi-
tutto distinguere due grosse categorie di metodi non
invasivi diretti: quelli basati su imaging ottico e quelli
basati su imaging nucleare e risonanza magnetica.

I metodi basati su imaging ottico sono molto effi-
cienti e stanno permettendo studi affidabili della massa
b-cellulare e della struttura insulare in vivo nei model-
li preclinici, ma difficilmente possono essere trasferiti

Diversi mm

Risoluzione
spaziale

Tempo di
esecuzione

Agente di
contrasto

Tecnica

10–20 µm

10–100 µm

50 µm

50 µm

1–2 mm 

0,5–5 mm 

Utilizzabilità
in clinica

Costo

Microscopia
a scansione laser
(intravitale, confocale
multiphoton)

1 µm

Bioluminescenza

Tomografia a
proiezione ottica

Risonanza magnetica

Tomografia
computerizzata

Ecografia

Tomografia a
emissione di positroni

Tomografia
a emissione
di fotone singolo

Profondità

<400 µm s-m Sviluppo
limitato

Fotoproteine,
fluorocromi

+++

m NoLuciferine ++

s-m Sviluppo
limitato

Fotoproteine,
fluorocromi

+++

m-h Gadolinio,
nanoparticelle

di ossido di ferro

Sì +++

m Iodio Sì ++

m Microbolle Sì ++

cm

10 cm

Nessun limite

Nessun limite

mm

Nessun limite m 18F, 11C, 15O Sì +++

++Nessun limite m 99mTc, 111In
coniugati

Sì

Tabella 3 Metodiche non invasive dirette per la valutazione della massa b-cellulare
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nell’uomo. Ad esempio, attraverso la microscopia intra-
vitale è stato possibile recentemente esaminare,
mediante real-time imaging in vivo, il rapporto tra il
flusso del sangue intra-insulare e le cellule delle isole
nel modello murino (28). I risultati hanno rivelato due
modelli predominanti di flusso sanguigno nelle isole:
1. dall’interno all’esterno, in cui il sangue perfonde il

core dell’isola costituito dalle b-cellule prima del
perimetro dell’isola formato da cellule non-b;

2. dall'alto verso il basso, in cui il sangue perfonde l’i-
sola da un lato all'altro indipendentemente dal tipo
di cellula.

Quest’approccio prevede una risoluzione temporale di
un millisecondo e una risoluzione spaziale di decimali
di micron, permettendo in tempo reale immagini del
flusso di sangue all’interno delle isole nel topo vivente,
prestazioni che non sono raggiungibili con altri metodi.
L’approccio della microscopia intravitale, associato alla
possibilità di costruire modellistiche d’impianto delle
isole in siti di facile e ripetibile accesso consente, inol-
tre, studi di tipo longitudinale della funzione e struttu-
ra delle isole. In un recente lavoro (29), per esempio, le
isole sono state trapiantate nell'occhio del topo.
Impiantate sull’iride le isole possono essere così ripetu-
tamente visualizzate utilizzando l’occhio come una
finestra naturale. Quest’approccio minimamente invasi-
vo permette il monitoraggio longitudinale delle singole
isole, la visualizzazione della loro vascolarizzazione, la
visualizzazione della funzione e della morte delle b-cel-
lule mediante microscopia a fluorescenza a due fotoni
in combinazione con fluorocromi adeguati e modelli di
topi transgenici che esprimono proteina fluorescente
verde sotto il promotore dell’insulina. Una delle ultime
frontiere dell’imaging ottico del pancreas è costituita
dall’extended-focus optical coherence microscopy
(xfOCM) (30). xfOCM è una metodica basata sulla tomo-
grafia a coerenza ottica, una modalità emergente d’ima-
ging biomedico che sfrutta un raggio laser infrarosso
analogamente a quello che fa un sonar con i fondali e
riesce a ricostruire al computer la struttura corporea in
due o tre dimensioni. Utilizzando xfOCM è stato possi-
bile recentemente eseguire il primo imaging tridimen-
sionale in vivo del pancreas murino (macro e micro-
struttura) con un approccio che non richiede alcuna
marcatura specifica (30). In questa maniera le isole pos-
sono essere studiate nel loro ambiente naturale con la
loro innervazione e vascolarizzazione nativa. Infine, la
bioluminescenza è un’altra tecnica d’imaging ottico
utile per valutare la massa b-cellulare in modelli di

roditore (19). Per eseguire l’imaging mediante biolumi-
nescenza una luciferasi (di solito ottenuta dalle luccio-
le) deve essere espressa dalla cellula d’interesse, cioè la
b-cellula. Alla presenza del suo substrato (luciferina,
adenosina trifosfato e Mg++) la luciferasi catalizza una
reazione di chemiluminescenza che emette luce visibile
che può essere visualizzata al di fuori del corpo dei
roditori utilizzando una fotocamera specializzata. La
bioluminescenza detiene il vantaggio di avere un’eleva-
ta sensibilità con relativamente poco background di
segnale e di permettere una quantificazione relativa-
mente facile. Diversi gruppi hanno quindi trasferito con
successo il gene reporter luciferasi nelle isole di rodito-
re e umane in coltura e hanno utilizzato questo model-
lo per valutare il destino delle isole dopo trapianto sotto
la capsula renale o nel fegato di topi poiché la quantità
di emissione di luce dalla luciferasi è proporzionale al
numero d’isole trapiantate (31). Più recentemente sono
stati generati topi transgenici che esprimono luciferasi
nelle isole sotto il promotore dell’insulina (32). Questi
modelli permettono la valutazione e la quantificazione
della massa b-cellulare nativa in condizioni normali o
per esempio in condizioni fisiopatologiche come l’obe-
sità. Sebbene la maggior parte di questi metodi avrà
uno scarso impatto sulla pratica clinica e sull’imaging
in vivo nell’uomo, sono strumenti indispensabili e com-
plementari per la comprensione dei meccanismi cellula-
ri e molecolari del diabete.

I metodi basati su imaging nucleare e risonanza
magnetica sono al momento gli unici che hanno la
potenzialità di essere testati nell’uomo e sono in corso
alcuni studi clinici pilota.

La tomografia a emissione di positroni (PET) e la
tomografia a emissione di fotone singolo (SPECT) sono
le due metodiche di medicina nucleare maggiormente
studiate per la visualizzazione della massa b-cellulare
nell’uomo. La tomografia a emissione di positroni è
una metodica molto sensibile ma, per definizione, dà
informazioni di tipo fisiologico, a differenza di TAC e
RMN che invece forniscono dati di tipo morfologico del
distretto anatomico esaminato. La procedura consiste
nell'iniezione (generalmente per via endovenosa) di un
isotopo tracciante con emivita breve, legato chimica-
mente a una molecola attiva a livello metabolico che si
concentra nel tessuto da esaminare. Di conseguenza, il
primo e più stringente requisito per il successo di un
imaging non invasivo con le tecniche di medicina
nucleare è riuscire a sviluppare una sonda che sia spe-
cificatamente localizzabile a livello delle b-cellule, cui
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associare isotopi con breve tempo di dimezzamento,
come 11C (~20 min), 13N (~10 min), 15O (~2 min) e 18F
(~110 min). Il candidato prescelto per la generazione di
sonde b-specifiche deve soddisfare i seguenti criteri:
1. essere un marcatore espresso esclusivamente dalle

b-cellule e non da altre cellule del pancreas;
2. essere espresso in una quantità sufficiente per esse-

re disponibile per la sonda d’imaging;
3. il tessuto circostante il pancreas essere privo di que-

sto marcatore per evitare un elevato rapporto segna-
le fondo dagli organi contigui nel corso d’imaging.

Si stima che, per essere efficace, il marcatore deve esse-
re presente sulle b-cellule in concentrazione almeno
100 volte, ma idealmente 1000 volte, superiore a quel-
la del tessuto circostante (33).

Nei modelli preclinici e clinici sono stati proposti e
studiati diversi candidati. Anticorpi in grado di legarsi
a molecole di superficie specificatamente espresse sulle
b-cellule sono stati tra i primi candidati a essere inda-
gati. Sono riportate in letteratura almeno tre sonde svi-
luppate utilizzando anticorpi: 
1. [111In]IC2, un anticorpo che riconosce un epitopo

sulfatidico galactosio-3-sulfato presente nei granu-
li d’insulina con un’ottima specificità per la b-cel-
lula; 

2. [125I]R2D6, un anticorpo che riconosce un ganglio-
side che ha però una bassa specificità per le b-cel-
lule; 

3. [125I]K14D10, un anticorpo che riconosce un bersa-
glio non ancora identificato sulla b-cellula con una
bassa specificità. 

Negli esperimenti ex vivo [111In]IC2 è stato l’unico a
dimostrare una potenzialità applicativa, essendo in
grado di soddisfare i criteri di affinità e specificità
richiesti per l’imaging in vivo (34). Purtroppo, le sue
grandi dimensioni e la natura xenogenica (IgM di ratto)
hanno condizionato risultati deludenti nei modelli pre-
clinici in vivo in cui è stato testato, principalmente
legati alla scarsa clearance dell’anticorpo dai tessuti.
Perciò la modificazione e l’ingegnerizzazione della
molecola per lo sviluppo di un anticorpo chimerico,
associate a studi di biodistribuzione e tossicità, saran-
no necessarie prima che l’eventuale applicazione clini-
ca possa avere successo.

Una seconda strategia ipotizzata è stata quella di
utilizzare sonde che entrassero nel machinery del meta-
bolismo del glucosio delle b-cellule, quali D-[U-14C]-
glucosio e 18F-fluorodeossiglucosio ([(18)F] FDG).
Essendo queste sonde già disponibili per la clinica,

sono state testate in studi pilota nell’uomo, dove però
hanno mostrato una specificità insufficiente per la
visualizzazione della massa b-cellulare nativa nel pan-
creas. Il loro utilizzo è stato viceversa di successo per
visualizzare la massa b-cellulare dopo trapianto d’isole
(35). Infatti, il trapianto d’isole nell’uomo è un model-
lo di studio molto interessante per testare le metodiche
di visualizzazione della massa b-cellulare. A differenza
della valutazione della massa b-cellulare nativa pan-
creatica, il trapianto d’isole permette la manipolazione
e l’eventuale marcatura del tessuto ex vivo prima del-
l’infusione. Recentemente (35) questa possibilità è stata
applicata in cinque pazienti in cui una frazione delle
isole (23%) è stata marcata con [(18)F] FDG e mescola-
ta con le restanti isole non marcate prima del trapian-
to intraportale. Una tomografia a emissione di positro-
ni combinata con la tomografia computerizzata
(PET/CT) è stata eseguita per 60 minuti durante e dopo
il trapianto d’isole. La concentrazione di picco di
radioattività nel fegato è stata evidenziata a 19 minuti
dopo l'inizio dell’infusione delle isole e corrispondeva
al solo 75% del previsto, indicando che parte delle isole
è persa durante la procedura di trapianto. Nessun accu-
mulo di radioattività è stato trovato nei polmoni. La
distribuzione a livello epatico della radioattività è stata
eterogenea, con ampie variazioni nella posizione e
nella concentrazione. Nessun effetto collaterale attri-
buito alla procedura PET/CT è stato evidenziato. I risul-
tati clinici di funzione in tutti i pazienti sono stati
paragonabili a quelli precedentemente osservati, sug-
gerendo che la procedura con il [(18)F] FDG non dan-
neggia le isole e dimostrando che quest’approccio, per-
lomeno nel campo del trapianto delle isole, ha il poten-
ziale per essere utilizzato in clinica per valutare la
massa b-cellulare nelle prime ore dopo l’infusione.

Una terza strategia utilizzata è stata quella di svilup-
pare sonde che legano recettori espressi in modo selet-
tivo sulle b-cellule. Per il recettore per il glucosio GLUT-
2 si sono utilizzati [2-14C]-alloxano, D-[3H] mannoeptu-
losio e derivati marcati della streptozotocina.
Quest’approccio è stato poco percorribile fondamental-
mente per due motivi: le sonde mostrano una certa tos-
sicità b-cellulare ma, soprattutto, una bassa specificità
nell’uomo. La ragione di questo risiede nel fatto che l’e-
spressione del recettore GLUT-2 sulle b-cellule umane è
molto meno rilevante e specifica che nel topo e, quindi,
meno utilizzabile come target per lo sviluppo d’imaging
clinico. Analogamente sono state sviluppate e testate
anche sonde che riconoscono il recettore per le sulfoni-
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luree SUR1: derivati della tolbutamide, derivati della
glibenclamide (tra questi 2-[18F]-fluoroetossi-5-bromo-
glibenclamide che è stato utilizzato nell’uomo con dati
negativi in PET per un basso segnale rispetto al rumore
di fondo) e derivati della repaglinide (tra questi [18F]- e
[11C]-repaglinide con dati negativi negli esseri umani in
PET per insufficiente specificità per le b-cellule). Al
momento, un approccio molto promettente è quello di
impiegare sonde che riconoscono il recettore per il GLP-
1, come [Lys40(DTPA)]exendin-3 e [Lys40(DTPA)]exen-
din-4 coniugati con [Ga 68] o [111In] (36, 37), strategia
che ha mostrato la capacità di visualizzare i tumori
endocrini insulino-secernenti (38). Tra tutti i possibili
recettori, l’approccio che nei modelli preclinici ha dimo-
strato maggior possibilità di successo è stato quello
basato sull’utilizzo di sonde in grado di legare l’isofor-
ma due del trasportatore vescicolare della monoamina
(VMAT2). VMAT2 è una proteina integrale di membra-
na che agisce come trasportatore di monoamine (in par-
ticolare neurotrasmettitori come la dopamina, noradre-
nalina, serotonina, istamina) dal citoplasma cellulare
alle vescicole sinaptiche. VMAT2 è espressa nelle termi-
nazioni nervose dopaminergiche nel sistema nervoso
centrale e dalle b-cellule, ma è assente dal pancreas
esocrino e da molti altri tessuti intra-addominali (39).
Sviluppato per l’imaging dei disordini del sistema ner-
voso centrale, il tracciante [11C] di-idrotetrabenazina
([11C] DTBZ) si lega a VMAT2 con alta specificità ed è
stato utilizzato come marcatore di massa b-cellulare.
Nel modello preclinico [11C] DTBZ è stato in grado di
distinguere animali diabetici da controlli sani (40) ed è
stato valutato con successo per stimare i cambiamenti
della massa b-cellulare nel tempo (41). Nell’uomo [11C]
DTBZ ha purtroppo deluso molte delle aspettative. È
stato infatti testato in uno studio cross-sectional su
volontari sani e pazienti con DMT1 di lunga durata (42)
mostrando che, in contrasto con i risultati degli studi
nel modello di DMT1 del roditore, nel pancreas diabeti-
co tipo 1 permane una notevole capacità di segnale che
risulta diminuita del solo 14% rispetto al controllo
sano, rendendo la misurazione della massa b-cellulare
difficile, se non addirittura impossibile.

La risonanza magnetica possiede una risoluzione
spaziale in grado teoricamente di distinguere le singole
isole e la singola b-cellula ma non ha né la sensibilità
innata né la specificità per identificarle, in assenza di
un agente di contrasto b-specifico. Come per le metodi-
che PET e SPECT, molecole specifiche per le b-cellule
sono state coniugate con un mezzo di contrasto (in

questo caso il gadolinio) per evidenziare la massa b-
cellulare (per esempio Gd-G80BP che ha come target
GLUT-2). Generalmente, i risultati ottenuti non sono
stati particolarmente entusiasmanti. Accanto a que-
st’approccio si sono sviluppate anche strategie alterna-
tive. Per esempio, sulla base del fatto che le isole sono
organi molto vascolarizzati che contribuiscono in modo
significativo al flusso ematico totale del pancreas, si è
testata l’ipotesi che sotto stimolo iperglicemico la per-
fusione del pancreas, studiata mediante risonanza
magnetica, fosse differente nei diabetici tipo 1 rispetto
ai controlli sani. Sono stati esaminati 17 volontari sani
e 7 pazienti diabetici tipo 1. Purtroppo, nessun cambia-
mento nella perfusione è stato notato nel pancreas dei
volontari sani o dei diabetici dopo stimolazione ipergli-
cemica. Allo stesso modo, non si è evidenziata alcuna
differenza significativa del flusso di sangue tra pazien-
ti diabetici e volontari sani (43). Un altro esempio di
strategia alternativa è quello dell’utilizzo del mangane-
se come mezzo di contrasto. Infatti, il manganese entra
nelle b-cellule attraverso i canali calcio voltaggio-
dipendenti ed è in grado di dare un segnale rilevabile in
risonanza magnetica, per cui si è ipotizzato che potes-
se essere impiegato per la visualizzazione della massa
b-cellulare durante stimolazione con glucosio.
Quest’approccio è stato testato con successo nel model-
lo del roditore (44), mentre al momento non è risaputo
se è in grado di funzionare nell’uomo.

La risonanza magnetica ha ottenuto maggiore suc-
cesso nella visualizzazione della massa b-cellulare
dopo trapianto d’isole nell’uomo. In questo contesto
l’impiego della PET, seppur come descritto sopra già
validato, è limitato dalla breve emivita dei rivelatori
che impedisce un accurato monitoraggio al di là delle
prime ore post-trapianto. Al contrario, studi su anima-
li hanno dimostrato che il trapianto d’isole marcate con
nano particelle di ossido di ferro superparamagnetico
(SPIO) può essere visualizzato in vivo mediante riso-
nanza magnetica e che il segnale rimane stabile nel
tempo in assenza di distruzione b-cellulare (45–48). Su
questa base, essendo già disponibile come mezzo di
contrasto clinico per le lesioni epatiche, è stato possi-
bile utilizzare SPIO per marcare ex vivo le isole prima
dell’infusione nell’uomo (49). Le frazioni più pure di
sette preparati d’isole umane sono state marcate con
particelle superparamagnetiche di ossido di ferro e tra-
piantate in quattro pazienti con DMT1. Gli studi di
risonanza magnetica pesati in T2 sono stati eseguiti
prima e in momenti diversi dopo il trapianto. La valu-
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tazione post-trapianto ha chiaramente visualizzato la
presenza di spot ipointensi a livello epatico corrispon-
denti al tessuto trapiantato, validando la fattibilità e la
sicurezza di quest’approccio nella pratica clinica.

Conclusioni

In passato gli studi sulla massa b-cellulare del pancreas
sono stati principalmente eseguiti ex vivo mediante
valutazioni morfologiche. Questi dati hanno permesso
di identificare le alterazioni fisiopatologiche della
massa b-cellulare nelle isole pancreatiche in condizioni
come il diabete mellito e l’obesità. I test metabolici,
analizzando il rilascio di ormoni come l'insulina pla-
smatica o il C-peptide combinati con calcoli più o meno
sofisticati, hanno consentito di evidenziare la massa
funzionale, gli stati di insulino-resistenza o il fallimen-
to secretorio b-cellulare suggerendo la possibilità, in
condizioni selezionate, di correlare la funzione endocri-
na con la massa b-cellulare. Oggi, di fronte al consoli-
damento dei concetti fisiopatologici che sovraintendo-
no il fallimento secretorio b-cellulare, di fronte ai
moderni protocolli di terapia cellulare come il trapian-
to di isole e a farmaci che sarebbero in grado di conser-
vare o addirittura espandere la massa b-cellulare nel
diabete mellito, è diventata molto impellente la ricerca
di strumenti diretti non invasivi di misura della massa
cellulare che possano essere eseguiti anche più volte
nello stesso soggetto in vivo. Metodologicamente, la
questione decisiva è sviluppare approcci che offrano
significativi vantaggi rispetto ai metodi metabolici
attualmente disponibili. Anche se al momento nessuna
strategia testata nell’uomo è stata in questo senso suf-
ficientemente valida, è molto probabile che nel prossi-
mo futuro metodi di valutazione diretti non invasivi,
mediante PET o risonanza magnetica della massa b-cel-
lulare, saranno resi disponibili per gli studi clinici.
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