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ABSTRACT

G-cell dysfunction is a well-known feature of type 2 diabetes mellitus.
In particular, it has been shown that defects in 1 phase insulin secre-
tion play a fundamental role in the natural history of the disease. In
this review, we highlight the clinical relevance of 1 phase impairment,
focusing on its connection with post meal hyperglycemia and diabet-
ic complications; we further evaluate possible therapeutic strategies
aimed at improving 6-cell secretory machinery and providing a durable
control of the disease. In conclusion, we discuss the clinical relevance of
C-Peptide sampling in detecting secretory defects.
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INTRODUZIONE

Il diabete mellito di tipo 2 (DMT2) e un disordine
metabolico eterogeneo, caratterizzato da difetti della
funzione B-cellulare e dalla ridotta risposta dei tessuti
periferici target all'insulina. Tuttavia, la sola insulino-
resistenza non é sufficiente a spiegare il declino meta-
bolico che accompagna la comparsa del diabete. E stato
dimostrato, infatti, che l'iperglicemia manifesta e as-
sociata anche al declino della funzione B-cellulare (1-2),
nonché al malfunzionamento del complesso meccani-
smo a feedback che regola 'azione e la secrezione insu-
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linica (3). In aggiunta, le evidenze provenienti dagli ul-
timi anni di ricerca scientifica dimostrano che anche la
riduzione della massa [B-cellulare funzionale rappresen-
ta una caratteristica fondamentale della patogenesi del
DMT2, ponendosi alla base dell'insufficienza assoluta
o relativa di insulina (4). Nel complesso scenario fisio-
patologico della genesi del DMT2, lo studio del timing e
dell'interrelazione tra insulino-resistenza, secrezione in-
sulinica, modificazioni della glicemia plasmatica, fun-
zione e massa B-cellulare é tuttora argomento di studio:
é ancora ampiamente dibattuto se il deficit di secrezione
insulinica e la conseguente iperglicemia siano la risul-
tante del deficit di funzione B-cellulare, della riduzione
della massa e/o della combinazione di entrambi (5-7). Sco-
po di questa rassegna é offrire un aggiornato resoconto
sulla stretta interrelazione tra funzionalita B-cellulare
e secrezione insulinica ed ambiente insulare, sottoline-
andone la rilevanza clinica e le conseguenti implicazioni
diagnostico-terapeutiche nella gestione del DMT2.

SECREZIONE INSULINICA: MECCANISMI FISIOLO-
GICI E DISFUNZIONALI

All'interno di un pancreas umano possono essere conteg-
giati svariati milioni di isole di Langerhans e ciascuna di
esse contiene circa 2000 cellule endocrine ormono-secer-
nenti. Gli ormoni prodotti dalle insule rivestono un im-
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@ Schema generale della sintesi dell'insulina e della GSIS (Glucose Stimulated Insulin Secretion): I'insulina viene

originariamente sintetizzata come proinsulina all'interno del RER (Reticolo Endoplasmatico Rugoso) ed immagazzinata in

granuli che maturano all'interno del REL (Reticolo Endoplasmatico Liscio). L'entrata del glucosio attraverso il trasporta-
tore GLUT2 ed il suo metabolismo intracellulare determinano aumento del rapporto ATP/ADP, con chiusura dei canali
K*arp @ conseguente depolarizzazione di membrana e attivazione dei canali Ca**-voltaggio dipendenti. L'aumento delle

concentrazioni di Ca* intracellulare determina la fusione dei granuli maturi con la membrana citoplasmatica e la con-
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portante ruolo nella regolazione dell'omeostasi metabo-
lica: in particolare, l'azione complementare dell'insulina
e del glucagone regola strettamente 'omeostasi glucidica
nei mammiferi. 'insulina & un ormone anabolico la cui
azione e responsabile dello storage di “carburante meta-
bolico”, in opposizione alla funzione catabolica del gluca-
gone che promuove la mobilizzazione e l'ossidazione dei
metaboliti immagazzinati (8). La secrezione insulinica ad
opera delle B-cellule é fortemente stimolata dall'aumento
delle concentrazioni di glucosio plasmatico in fase post-
prandiale (GSIS, Clucose Stimulated Insulin Secretion) e poten-
ziata dall’azione di peptidi, ormoni ed acidi grassi (FFAs,
Free Fatty Acids) provenienti dal tratto gastrointestinale e
dalle a-cellule: queste ultime, in risposta ai FFAs ed ami-
noacidi prodotti durante il digiuno, sono responsabili
della secrezione di glucagone, la cui produzione é inve-
ce inibita dall'aumento delle concentrazione di glucosio
ed insulina. La somatostatina, prodotta dalle 8-cellule,
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sopprime sia la secrezione di insulina che di glucagone
(9-10). La rottura dell'omeostasi metabolica e l'alterazione
dell'interazione tra questi due ormoni chiave sono difet-
ti fondamentali nella genesi del DMT?2, caratterizzato sia
dall'incapacita delle B-cellule di rispondere all'aumento
della richiesta insulinica dalla periferia, sia dall’aumen-
to dei livelli circolanti di glucagone (8). Una disamina
approfondita dei meccanismi fisiopatologici della secre-
zione insulinica e della correlazione tra essi e la funzione
B-cellulare & necessaria per comprendere le ripercussioni
cliniche sulla genesi e storia naturale del DMTz2.

Fisiologia della B-cellula e della secrezione insulinica

Le B-cellule sono responsabili della produzione di insuli-
na, sintetizzata inizialmente come pre-proinsulina. Du-
rante il processo maturativo, la pre-proinsulina, a seguito
di modificazioni conformazionali ad opera di peptidi del
reticolo endoplasmatico (ER), viene convertita in proinsu-
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lina. In seguito, la proinsulina viene trasportata dall’'ER
all’apparato di Golgi (GA), dove entra nelle vescicole secre-
torie immature e viene in seguito clivata in insulina e C-
peptide. Una volta matura, e immagazzinata in granuli
finché la secrezione e stimolata. Lo stimolo fisiologico
principale per l'avvio ed il mantenimento della secrezio-
ne insulinica e I'aumento dei livelli circolanti di glucosio
plasmatico che intercorre in fase post-prandiale (11): at-
traverso il trasportatore GLUT2, una proteina carrier im-
plicata anche nel sensing del glucosio nella B-cellula, il
glucosio entra in ambiente citoplasmatico e viene succes-
sivamente catabolizzato. Il risultato del catabolismo glu-
cidico e 'aumento del rapporto ATP/ADP intracellulari che
causa la chiusura dei canali del potassio ATP-dipendenti
(Krarp); cio porta alla depolarizzazione di membrana e
all'apertura dei canali del Ca** voltaggio-dipendenti, con
conseguente aumento dei livelli di Ca** intracellulare che
innesca la fusione dei granuli secretori preformati con
la membrana citoplasmatica, con conseguente esocitosi
dell'insulina (12) (Fig. 1).

Tale pathway di secrezione, noto come triggering pathway,
é largamente responsabile della cosiddetta “prima fase”
di secrezione insulinica, caratterizzata da un rapido au-
mento ed in seguito da una rapida discesa del rate di se-
crezione che intercorre nei primi 10-20 minuti in seguito
allo stimolo iperglicemico. Il pathway di secrezione tem-
poralmente successivo, denominato amplifying pathway,
coinvolge una serie di stimoli secondari che permettono
la prosecuzione della secrezione insulinica ad un rate pit
basso ma costante durante l'intera fase postprandiale per
svariate ore. Tale pathway e attivato anche in presenza
di concentrazioni massimali di Ca* intracellulare ed e
largamente connesso a meccanismi indipendenti dai ca-
nali K'srp (13). Questo periodo corrisponde alla “seconda
fase” di secrezione insulinica, responsabile del continuo
rilascio di un grande numero di granuli immagazzinati
allinterno degli storage B-cellulari e della secrezione di
circa il 60-70% di insulina in risposta ad uno stimolo iper-
glicemico sostenuto nel tempo (Fig. 2). La regolazione di
questo pathway e fine e complessa: negli ultimi anni, lo
studio dei meccanismi biochimici ha permesso di iden-
tificare numerosi amplificatori della GSIS, tra cui il me-
tabolismo anaplerotico del piruvato ed il conseguente
aumento del rapporto NADPH/NADP* citosolici, i prodotti
del ciclo dei pentoso-fosfati, il GTP di origine mitocon-
driale e i FFAs (8).
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Nel contesto dei processi metabolici che regolano la se-
crezione insulinica, menzione particolare meritano i
due ormoni CIP (Glucose-dependent Insulinotropic Peptide) e
GLP-1 (Glucagon-Like Peptide-1). Essi sono i principali attori
del cosiddetto “effetto incretinico”, responsabile di una
maggiore secrezione insulinica in risposta ad un carico di
glucosio orale rispetto ad una somministrazione endove-
nosa. Il GIP e secreto dalle cellule K situate nella mucosa
duodenale e del digiuno superiore, mentre il GLP-1 & pro-
dotto dalle cellule L localizzate prevalentemente nell’ileo.
I due ormoni possono essere considerati segnali endocrini
di provenienza intestinale diretti alle insule, finalizzati
a modulare la secrezione di insulina e glucagone in ma-
niera glucosio-dipendente (14). Le B-cellule posseggono, a
livello della membrana cellulare, recettori per il GIP (GI-
PRs) e per il GLP-1 (CLP-1Rs) che, una volta stimolati dal
legame col rispettivo ligando, attivano l'adenilato cicla-
si provocando l'aumento delle concentrazioni di cAMP
che a sua volta attiva la proteinchinasi A (PKA) (15). Tale
pathway non e in grado di provocare il rilascio di granu-
li insulinici preformati in quanto solo l'iperglicemia puo
indurre la chiusura dei K*spp e la successiva cascata meta-
bolica necessaria per la fusione dei granuli con la mem-
brana cellulare: per tali ragioni, 'azione insulinotropica
delle incretine richiede necessariamente un effetto per-
missivo da parte dell'iperglicemia (16).

In aggiunta ai multipli meccanismi metabolici di signa-
ling appena descritti, la secrezione insulinica é stretta-
mente regolata dal crosstalk delle B-cellule con le altre
cellule endocrine insulari, in particolare le a-cellule,
tramite la secrezione dei peptidi derivati dal proglucago-
ne (17-19). I segnali paracrini provenienti dalle altre cel-
lule insulari governano la funzione B-cellulare tramite
pathway di trasduzione del segnale che tipicamente con-
vergono nell'aumento dei livelli di cAMP nelle B-cellule e
nell'amplificazione della GSIS (8).

Nella maggior parte degli individui con alterata tolleran-
za glucidica (IGT, Impaired Glucose Tolerance) o diabete con-
clamato si osserva una riduzione della risposta insulinica
precoce al glucosio (prima fase), laddove si assiste ad un
enhancement della seconda fase (20-21): tali dati suggeri-
scono che un certo grado di disfunzione B-cellulare esista
gia allo stadio di prediabete e che il peggioramento dei
difetti inerenti il complesso ingranaggio secretorio pos-
sano fortemente influenzare I'esordio e la storia naturale
del DMT2.
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Figura2 @ Andamento medio della secrezione insulinica ottenuta durante infusione endovenosa continua di gluco-

sio (clamp iperglicemico) e dopo stimolazione con 5 g di L-arginina in soggetti non diabetici (linea continua) e diabetici

.

(linea tratteggiata). Si osserva che la prima e la seconda fase di secrezione insulinica e la secrezione insulinica argini-

na-stimolata sono ridotte nel gruppo dei diabetici
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Il fallimento della B-cellula

Sebbeneildeclinodella funzionalitainsulare sia stato tra-
dizionalmente associato alla morte e alla riduzione della
massa f-cellulare (22), le piti recenti evidenze suggerisco-
no che tale processo caratteristico della storia naturale
del DMT2 possa essere dovuto ad un complesso network di
interazioni tra I'ambiente e differenti pattern molecola-
ri (23). In uno stato di eccesso nutrizionale quale l'obesi-
ta spesso si riscontrano iperglicemia e dislipidemia, en-
trambi fattori favorenti I'insulino-resistenza e la low grade
inflammation. In queste circostanze, le B-cellule, con una
certa variabilita individuale dovuta a diversi fattori di
suscettibilita genetica, sono soggette a stimoli tossici tra
cui I'infiammazione cronica, lo stress del reticolo endo-
plasmatico (ER stress), lo stress ossidativo e la deposizione
di amiloide che hanno il potenziale di portare, in ultimo,
alla completa perdita dell'integrita insulare (22). Lecces-
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so di FFAs e l'iperglicemia conducono alla disfunzione
B-cellulare inducendo ER stress tramite l'attivazione del
patwhay pro-apoptotico UPR (Unfolded Protein Response). Lo
stress metabolico derivante dalla lipo- e glucotossicita e
in grado di attivare il pathway UPR attraverso numerosi
meccanismi, tra cui: inibizione della pompa sarco/endo-
plasmatica SERCA, responsabile della mobilizzazione di
ioni Ca?* dall’ER; attivazione del recettore dell’inositolo
trifosfato (IP3); tossicita diretta sull'omeostasi dell’ER. La
glucotossicita, inoltre, é stata inoltre ritenuta la causa di
un nuovo meccanismo di fallimento B-cellulare descrit-
to nel DMT2: la dedifferenziazione. Sembra infatti che le
B-cellule, sottoposte ad uno stress cronico, scelgano la via
della dedifferenziazione, un processo che permette loro
di “spegnersi”, ovvero di tornare ad uno stato di cellula
progenitrice, in attesa di condizioni metaboliche piu fa-
vorevoli per risvegliarsi (24-25). Il meccanismo attraverso
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il quale viene indotta la dedifferenziazione non ¢ ancora
noto, ma dati recenti sembrano suggerire un coinvolgi-
mento dell'innervazione noradrenergica. Un’aumenta-
ta innervazione noradrenergica é stata infatti descritta
nelle isole di soggetti affetti da DMT2, in correlazione con
un significativo aumento della percentuale di B-cellule
dedifferenziate, suggerendo indirettamente un rapporto
tra i due fenomeni (26-27).

In aggiunta, I'iperglicemia cronica causa 'aumento del-
la sintesi di proinsulina e di polipeptide amiloide insu-
lare (IAPP) nelle B-cellule, portando all'accumulo in esse
di insulina “mal ripiegata” (misfolded), di IAPP e di specie
reattive dell'ossigeno (ROS) (28); questi eventi alterano la
fisiologica mobilizzazione di Ca** dall’ER, favoriscono i
segnali proapoptotici e la degradazione degli mRNA della
proinsulina, inducono il rilascio di interleuchina (IL)-1
che richiama i macrofagi ed aumenta la flogosi insulare
(23).

Come accennato precedentemente, € necessario che la se-
crezione insulinica sia finemente regolata per soddisfa-
re precisamente la domanda metabolica. Per tale ragio-
ne, la corretta integrita insulare deve essere conservata
per permettere alle B-cellule di soddisfare il fabbisogno
metabolico. In condizioni patologiche, tuttavia, i mec-
canismi appena descritti possono portare alla rottura
dell'integrita e dell'organizzazione insulare e contribu-
ire all'inefficiente regolazione della secrezione di insu-
lina e glucagone, determinando l'iperglicemia. Anche
l'aumento delle concentrazioni sieriche di proinsulina e,
conseguentemente, del rapporto proinsulina-insulina e
un difetto ben noto nel DMT2, tanto che l'alterata secre-
zione di proinsulina é stata individuata come marker di
disfunzione f-cellulare (29). Tali difetti della sintesi del
precursori dell'insulina o dell'insulina stessa, assieme
all'alterazione dei meccanismi secretori, possono portare
infine ad una alterata secrezione insulinica, espressione
della disfunzione B-cellulare e cardine dell'insorgenza e
progressione del DMT2 (11).

NUOVE PROSPETTIVE SULLA SECREZIONE INSULI-
NICA E FUNZIONALITA B-CELLULARE: IL MODELLO
DELLA PANCREASECTOMIA PARZIALE

Nonostante sia ben stabilito che il DMT2 sia la risultan-
te della progressiva perdita di secrezione insulinica da
parte delle B-cellule su un background di insulino-resi-
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stenza, l'attuale correlazione tra perdita di massa e fun-
zione PB-cellulare e ancora ampiamente dibattuta. Una
delle maggiori sfide nell'identificare i pathways che rego-
lano 'omeostasi insulare e, di conseguenza, la funzione
B-cellulare ¢ la difficolta di ottenere campioni di tessuto
umano di qualita appropriata per i processi di analisi; in
aggiunta, nella maggior parte dei casi, tali campioni de-
rivano da donatori deceduti, in assenza di un adeguato
profilo metabolico ed ormonale.

Negli ultimi anni il nostro ed altri gruppi di ricerca (30)
hanno sfruttato l'opportunita di ottenere biopsie pan-
creatiche da campioni chirurgici di pazienti sottoposti a
pancreasectomia parziale. Questo modello di studio ci ha
permesso di esaminare a fondo la morfologia insulare di
individui studiati nel dettaglio dal punto di vista meta-
bolico. Inoltre, la chirurgia stessa e diventata un nuovo
modello per studiare gli adattamenti metabolici conse-
guenti alla rimozione acuta della massa B-cellulare. La
duodenocefalopancreasectomia, infatti, & una procedura
chirurgica che comprende l'asportazione in blocco della
testa del pancreas, del duodeno, del dotto biliare comune,
della colecisti e dei linfonodiloco-regionali, con manteni-
mento del piloro allo sbocco gastrico (Fig. 3).

La continuita del tratto gastrointestinale e successiva-
mente restituita mediante il confezionamento di diverse
anastomosi (pancreatico-digiunale, epatico-digiunale,
gastro-enterica e/o gastro-digiunale) (31). Per ragioni ana-
tomiche (la testa-corpo del pancreas é vascolarizzata da
rami provenienti dall’arteria gastroduodenale, mentre la
coda é vascolarizzata da rami dell’arteria splenica), tutti
i pazienti sottoposti a tale procedura chirurgica subisco-
no virtualmente la medesima resezione parziale (=50%),
mantenendo all'incirca la stessa porzione di pancreas
endocrino residuo. Per tali motivi, la pancreasectomia
parziale puo essere considerata un “modello umano” che
ci ha permesso di esaminare: 1) le conseguenze metaboli-
che della rimozione acuta del =50% della massa insulare;
2) gli effetti dell'aumentato workload B-cellulare sul =50%
massa insulare residua; 3) il rapporto tra deficit di massa
e deficit secretorio 3-cellulare ed il loro rispettivo peso nel-
la patogenesi del DMT2 (29, 32). Cio ¢ stato possibile gra-
zie ad un’analisi metabolica approfondita a cui abbiamo
sottoposto i pazienti prima e dopo l'intervento chirurgi-
co e che constava dei seguenti test metabolici dinamici
: 1) test di tolleranza orale al glucosio (OGTT, Oral Cluco-
se Tolerance Test), gold standard per la diagnosi di ICT e di
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Figura3 @ Tecnica chirurgica di duodenocefalopancreasectomia. Le linee tratteggiate corrispondono schemati-

camente ai margini di resezione e delimitano le strutture rimosse in blocco (testa del pancreas, colecisti e via biliare

comune, duodeno).

diabete mellito; 2) clamp euglicemico iperinsulinemico
(EHC, Euglycemic Hyperinsulinemic Clamp), gold standard per
lo studio dell'insulino-resistenza; 3) clamp iperglicemico
(HC, Hyperglycemic Clamp) con stimolazione all’arginina,
gold standard per lo studio delle fasi di secrezione insu-
linica e misura indiretta di massa B-cellulare; 4) test del
pasto misto (MMT, Mixed Meal Test), utile per quantificare
la risposta insulare allaumentata richiesta p-cellulare
e per lo studio dell’effetto incretinico. I dati ottenuti, di
cui offriamo una trattazione sintetica di seguito, ci han-
no permesso di fare luce sulla complessa interrelazione
tra insulino-resistenza e meccanismi adattativi insula-
ri che permettono una secrezione insulinica efficace ri-
spetto all'aumentata domanda periferica, nonché di ap-
profondire e chiarire i meccanismi sottostanti il deficit
B-cellulare ed il loro contributo nell'insorgenza e progres-
sione del DMT2.

All'origine dell'iperinsulinemia compensatoria: ruolo del-
la plasticita insulare

Una caratteristica dimostrata sia nei roditori (33-34) che
negli umani (35-37) é l'abilita del pancreas di compensare
all'insulino-resistenza tramite un aumento della massa
B-cellulare ed un aumento della secrezione insulinica.
Infatti, la massa B-cellulare e dinamica e capace di adat-
tarsi a condizioni fisiologiche e patologiche per mante-
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nere la normoglicemia (38-40). Studi precedenti suggeri-
scono che il numero e la massa delle B-cellule aumentano
in risposta all'obesita (38), ma non vengono chiarite le
tempistiche né I'origine delle nuove B-cellule.

Per valutare i cambiamenti nella morfologia insulare
e far luce sui meccanismi alla base dell'aumentata se-
crezione insulinica in risposta allinsulino-resistenza
rispetto all'insulino-sensibilita, abbiamo studiato pa-
zienti non diabetici in lista per duodenocefalopancre-
asectomia e li abbiamo divisi in insulino-sensibili (IS)
ed insulino-resistenti (IR) sulla base dei valori ottenuti
al clamp euglicemico prima dell'intervento chirurgico;
abbiamo inoltre effettuato analisi immunoistochimiche
sulle sezioni di pancreas rimosse durante la chirurgia.
Nelle insule degli IR rispetto agli IS abbiamo riscontra-
to un aumento della dimensione media delle insule; la
dimensione media delle insule, inoltre, correlava inver-
samente col valore di glucose uptake (indice di insulino-
sensibilita) nell'intera coorte (41). In aggiunta, abbiamo
dimostrato che 'aumento della dimensione delle insule é
verosimilmente dovuta ad un aumento del numero delle
B-cellule (iperplasia) e che le B-cellule degli IR rappresen-
tavano una popolazione di cellule relativamente giovani.
Abbiamo inoltre ipotizzato che il meccanismo principale
dell'iperplasia B-cellulare negli IR é la neogesesi, piut-
tosto che la proliferazione (41) e poiché studi precedenti
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avevano riportato la potenziale nascita di nuove p-cellule
a partire da cellule duttali, abbiamo dimostrato la pre-
senza di cellule doppio-positive per CK19 (marker duttale)
ed insulina, con una percentuale media maggiore negli
IR. In aggiunta, sulla base di precedenti studi che pro-
ponevano la trans-differenziazione delle a-cellule come
sorgente di nuove B-cellule, abbiamo dimostrato la pre-
senza all'immunostaining di cellule doppio-positive per
insulina e glucagone, con una percentuale media mag-
giore negli IR.

I nostridati confermano I'impatto dell'insulino-resisten-
zasulla morfologia insulare ed in particolare sull'aumen-
to dell’area B-cellulare come meccanismo per compen-
sare 'aumentata richiesta insulinica e permettere una
secrezione efficace rispetto al fabbisogno metabolico.

Difetti precoci di secrezione: il ruolo dell'aumentato
workload f3-cellulare

Come accennato precedentemente, il DMT2 ¢ caratteriz-
zato da elevati livelli plasmatici di proinsulina e, di con-
seguenza, da un aumento del rapporto proinsulina-insu-
lina: una delle ipotesi a riguardo é che l'aumento della
domanda secretoria sulle B-cellule causata dall'insulino-
resistenza e l'iperglicemia determinino il rilascio di gra-
nuli con un maggior contenuto relativo di proinsulina e
mediatori di essa. Inoltre, é stato dimostrato che un ele-
vato rapporto proinsulina-insulina é fortemente correla-
to col grado di riduzione della capacita secretoria (42).
Per indagare la correlazione tra l'iperproinsulinemia e
l'aumento della domanda secretoria, abbiamo studiato
pazienti non diabetici in lista per duodenocefalopancre-
asectomia e li abbiamo sottoposti a EHC, HC e MMT pri-
ma e dopo la chirurgia. Come atteso, abbiamo riscontra-
to una significativa diminuzione del rate di secrezione
insulinica basale (ISR, Insulin Secretion Rate) e totale, della
BCGS (B-Cell Glucose Sentivity, indice di funzione B-cellulare)
e della secrezione insulinica arginina-dipendente calco-
lata al HC (misura indiretta di massa p-cellulare) dopo
l'intervento chirurgico. Correggendo tali parametri nel
post-operatorio per la secrezione insulinica arginina-
dipendente, abbiamo dimostrato 'aumentato workload
secretorio sul =50% di massa p-cellulare residua (29).
Abbiamo successivamente dimostrato che la pancrea-
sectomia induce un aumento del rapporto proinsulina-
insulina nell'intera coorte, ma, dividendo i soggetti in
insulino-sensibili ed insulino-resistenti, abbiamo sco-
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perto che gli insulino-sensibili mostravano una riduzio-
ne del rapporto proinsulina-insulina basale, laddove gli
insulino-resistenti mostravano un aumento del rapporto
del rapporto proinsulina-insulina basale e totale. Abbia-
mo inoltre dimostrato una correlazione inversa tra il va-
lore di glucose uptake (indice di insulino-sensibilita) e il
rapporto proinsulina-insulina basale e totale.

I nostri dati dimostrano che l'aumentato workload
B-cellulare provocato dalla pancreasectomia altera i
processi di secrezione insulinica (rapporto proinsulina-
insulina) e tali difetti diventano evidenti soprattutto in
presenza di insulino-resistenza.

All'origine del diabete: un problema di “fase”?

La disfunzione e la perdita di massa B-cellulare contri-
buiscono entrambi alla patogenesi dell’iperglicemia nel
DMT2. Tuttavia, da una parte alcuni studi suggerisco-
no che la perdita di massa B-cellulare avvenga prima
dell’alterazione funzionale, dall’altra vi sono evidenze
che in realta la perdita di massa predisponga ad un’alte-
rata omeostati glucidica (32). Partendo da tali presuppo-
sti, abbiamo studiato soggetti non diabetici in lista per
duodenocefalopancreasectomia e li abbiamo sottoposti
a OCTT, HC e MMT prima e dopo l'intervento chirurgi-
co per valutare i cambiamenti nella capacita secretoria
B-cellulare e per indagare se i difetti secretori preesi-
stenti possano predire eventuali disordini glucidici dopo
una riduzione acuta della massa B-cellulare. Abbiamo
suddiviso i pazienti sulla base della tolleranza glucidica
post-intervento in post-NGT (pazienti che rimanevano
con normale tolleranza glucidica) post-IGT (pazienti che
mostravano alterata tolleranza glucidica) e post-DM (pa-
zienti che diventavano diabetici): tutti sperimentavano
una riduzione della BCGCS dopo la chirurgia ma confron-
tando tali dati con quelli preoperatori abbiamo scoperto
che il peggioramento della BCGS era significativamente
pitt marcato in chi risultava IGT o diabetico dopo chirur-
gia rispetto a chi preservava la normale tolleranza glu-
cidica. Abbiamo inoltre riscontrato una riduzione della
rate sensitivity (indice di prima fase di secrezione insu-
linica) gia nel preoperatorio nei post-IGT mentre, dopo
la chirurgia, abbiamo osservato una differenza signifi-
cativa nella rate sensitivity nei 3 gruppi. Questo dato ha
evidenziato come il deficit della prima fase di secrezione
e presente gia in condizioni di prediabete e predice alte-
razioni del metabolismo glucidico dopo rimozione acuta



Vol. 34, N. 1, maggio 2022

Figura3 @ Dall'alto verso il basso vengono descritti i possibili scenari di storia naturale delle modifiche della secre-
zione di insulina. Rispetto al NO DIABETE, la presenza di INSULINO-RESISTENZA determina un aumento della richiesta
insulinica, con un conseguente deficit di secrezione (glucose sensitivity) tuttavia non sufficiente a determinare dia-
bete franco. Solo il deficit di prima fase, se accompagnato da una condizione di insulino-resistenza e deficit di glucose
sensitivity, determina DIABETE franco. Il solo deficit di prima fase, senza insulino-resistenza, puod non essere sufficien-

te a determinare franca iperglicemia ma solo PREDIABETE
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della massa B-cellulare. Inoltre, utilizzando modellisti-
ca matematica sui dati ottenuti dal clamp iperglicemico,
gold standard per la valutazione della secrezione insuli-
nica, abbiamo confermato che la prima fase di secrezione
risultava gia alterata prima della chirurgia e si riduceva
ulteriormente e in maniera diversa nei 3 gruppi in segui-
to a chirurgia, mentre la seconda fase era simile nei tre
gruppi prima della pancreasectomia, sebbene differisse
significativamente dopo chirurgia.

Il nostro studio dimostra che difetti preesistenti nella
funzione B-cellulare in soggetti non diabetici predicono
il rischio di sviluppare iperglicemia dopo la pancreasec-
tomia parziale, un modello di riduzione acuta di massa
B-cellulare. Solo i soggetti con un deficit di prima fase di
secrezione ed una ridotta BCGS diventano diabetici o svi-
luppano alterata tolleranza glucidica dopo la chirurgia,
suggerendo che tali difetti preesistenti del meccanismo
di secrezione delle B-cellule potrebbero essere motore
dello sviluppo di iperglicemia. In particolare, abbiamo
dimostrato che i soggetti con maggiore BCGS e ISR di pri-
ma fase rimangono NCT nonostante la perdita del =50%

aumento della |
richiesta insulinica !

deficit di secrezione
[ BCGS)
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di massa B-cellulare e la riduzione della secrezione in-
sulinica di prima e seconda fase; di contro i soggetti con
minore PCGS e ISR di prima fase diventano ICT, ma solo i
soggetti con ridotta fCCS, ISR di prima fase e, soprattut-
to, rate sensitivity sviluppano diabete dopo la chirurgia.
Tale riscontro dimostra l'ipotesi che la perdita della pri-
ma fase di secrezione insulinica e il difetto chiave nello
sviluppo di iperglicemia quando la massa insulare fun-
zionale e insufficiente.

In sintesi, i nostri studi dimostrano la straordinaria pla-
sticita delle insule e delle cellule esocrine pancreatiche
in risposta all'aumentata richiesta di insulina nel ten-
tativo di garantire una secrezione insulinica efficace ri-
spetto all'aumentata richiesta metabolica nello stato di
prediabete. Abbiamo infine dimostrato che il deficit di
prima fase di secrezione e la riduzione della BCCS potreb-
bero essere delle alterazioni precoci in grado di predire la
diagnosi di DMT2 (Fig. 4).
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DALLA TEORIA ALLA PRATICA: CONSIDERAZIONI
CLINICHE E TERAPEUTICHE SUL DEFICIT DI PRIMA
FASE

Nonostante numerosi fattori (es. insulino-resistenza,
mancata soppressione del glucagone endogeno e persi-
stenza di elevati livelli di FFAs durante i pasti eCc.) pos-
sano influenzare le escursioni glicemiche prandiali, &
ormai ben noto che il denominatore comune dell'ipergli-
cemia postprandiale puo essere riconosciuto nel deficit
di prima fase di secrezione (43). E stata dimostrata una
forte correlazione inversa tra efficacia della prima fase di
secrezione insulinica ed incremento glicemico iniziale
durante somministrazione di glucosio e.v. (44); altra cor-
relazione inversa é stata osservata tra i livelli di insulina
rilevati a 30" dal carico orale di glucosio e la glicemia a 2
h (45), a dimostrazione del fatto che una efficace prima
fase di secrezione insulinica impatta positivamente sul-
la tolleranza glucidica garantendo livelli di glucosio post-
prandiale piu fisiologici. E stato inoltre dimostrato sia
su modelli animali che umani che I'insulina rilasciata
in prima fase agisce in prima battuta a livello epatico,
inibendo prontamente la produzione endogena di
glucosio ed evitando i picchi glicemici postprandiali. Nel
DMT2 nello specifico, il deficit di prima fase é una delle
pil precoci e comuni anomalie a determinare un ruolo
patogenetico sulle escursioni glicemiche postprandiali.
Inoltre, & stato osservato che l'iperglicemia postpran-
diale sembra essere correlata alla risposta tissutale che
potrebbe essere alla base dello sviluppo di complicanze
macro- e microangiopatiche attraverso meccanismi qua-
li: aumento del filtrato glomerulare e del flusso renale;
aumento del flusso ematico a livello retinico; riduzione
della velocita di conduzione a livello delle terminazioni
nervose senitive e motorie; disfunzione endoteliale NO-
mediata; stato procoagulativo; aumento delle proteine
di adesione; stress ossidativo; glicazione non enzimatica
delle proteine (43). Altri numerosi studi (46-50) hanno di-
mostrato una correlazione diretta tra iperglicemia post-
prandiale ed incremento della mortalita cardiovascolare,
in maniera indipendente rispetto ai valori di glicemia a
digiuno.

Considerando che l'iperglicemia postprandiale e una ca-
ratteristica precoce di numerosi pazienti all'esordio del
DMT2, appare evidente che la normalizzazione dei valo-
ri di glicemia postprandiale dovrebbe essere considerato
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un importante obiettivo terapeutico allinterno di una
terapia personalizzata gia nelle prime fasi di malattia.
Sebbene l'utilizzo della terapia con sulfaniluree, larga-
mente prescritta negli ultimi 30 anni, sia stato progres-
sivamente abbandonato nella pratica clinica per l'entita
degli effetti collaterali (ipoglicemia, aumento di peso) e
per la scarsa safety cardiovascolare, é noto il suo effetto
stimolatorio sulla secrezione insulinica in pazienti con
DMT2; in particolare, i derivati dell’acido benzoico (glini-
di) hanno dimostrato di ridurre le escursioni glicemiche
postprandiali tramite uno stimolo secretorio che “simu-
la” la prima fase di secrezione (43).

I DPP4-inibitori, che rappresentano un possibile approc-
cio terapeutico per la gestione del DMT2, hanno dimo-
strato effetti benefici sulla prima fase di secrezione in-
sulinica: in particolare, vildagliptin ha dimostrato di
migliorare significativamente la risposta insulinica di
prima fase dopo 3 mesi di trattamento sia in pazienti
diabetici (51) che con alterata tolleranza al glucosio dopo
6 settimane di trattamento (52), a dimostrazione che il
trattamento con vildagliptin provoca I'aumento dei livel-
li di GIP, potenziando la secrezione insulinica. Successivi
studi hanno dimostrato la durability di vildagliptin, in
particolare in associazione alla metformina, in pazienti
con neodiagnosi di DMT2 nel garantire benefici a lungo
termine nel controllo glicemico rispetto alla metformina
in monoterapia (53). Questi dati suggeriscono che i DPP4-
inibitori hanno la capacita di migliorare parzialmente
la disfunzione B-cellulare agendo in primis sul deficit di
prima fase di secrezione tramite un meccanismo passan-
te per il potenziamento dell’effetto incretinico deficitario
e della secrezione insulinica GIP/GLP1-dipendente. A ri-
guardo, gianel1992, Nathan etal. (54) avevano dimostra-
to che un’infusione della durata di 30’ di GLP-1 provocava
un aumento della secrezione insulinica in fase prandia-
le: come atteso, l'aumento precoce delle concentrazio-
ni ematiche di insulina durante l'infusione riduceva il
picco iperglicemico postprandiale. Leffetto sul controllo
delle glicemie postprandiali perdurava anche dopo 'in-
terruzione dell'infusione di GLP-1, a dimostrazione del
fatto che la modulazione precoce dell’iperglicemia post-
prandiale puo produrre un miglioramento complessivo
del metabolismo glucidico anche in assenza di ridotti
livelli di insulina plasmatica. Al giorno d’oggi, gli agoni-
stirecettoriali del CLP-1 (GLP-1 RAs, GLP-1Receptor Agonists)
sono largamente utilizzati nella gestione terapeutica del



DMT2. I GLP-1RAs hanno dimostrato numerosi effetti be-
nefici sulla funzionalita B-cellulare, garantendo agli in-
dividui affetti da DMT2 un controllo glicemico duraturo e
prevenendo la glico-lipotossicita (55-56). In particolare, la
somministrazione giornaliera di liraglutide ha prodotto,
in confronto al placebo, un incremento della prima e se-
conda fase di secrezione insulinica, un aumento della
secrezione insulinica arginina-stimolata (57-59) nonché
un aumento dellHOMA-B, dei livelli di C-peptide ed una
riduzione del rapporto proinsulina-insulina, a dimostra-
zione del beneficio gia a livello dei processi cellulari che
regolano la funzione secretiva delle -cellule (60). In ac-
cordo con tali dati, un recente studio (61) ha dimostrato
che la somministrazione settimanale di semaglutide,
rispetto al placebo, migliora significativamente il con-
trollo glicemico e la funzionalita B-cellulare dei soggetti
trattati, impattando positivamente su tutti i parametri
di funzionalita insulare, incluse 'aumento della prima e
seconda fase di secrezione insulinica e riducendo le con-
centrazionidi glucagone e glicemia a digiuno e postpran-
diali.

In sintesi, € possibile affermare che i meccanismi mole-
colari precedentemente elencati che concorrono alla ge-
nesi della disfunzione B-cellulare, ed in particolare del
deficit di prima fase di secrezione, hanno una diretta
ripercussione sulla clinica del DMT2 gia nelle prime fasi
della sua storia naturale, in particolare sull'iperglicemia
postprandiale che correla direttamente con l'insorgenza
delle complicanze tipiche dellamalattia. Partendo da tali
presupposti, appare evidente che trattamenti farmacolo-
gici mirati al miglioramento ed al ripristino della prima
fase di secrezione possano sensibilmente modificare la
storia naturale della patologia: all'interno di questo sce-
nario, le classi farmacologiche DPP4-inibitori e CLP-1RAs
hanno dimostrato effetti benefici diretti sulla prima fase
di secrezione, seppur in mancanza di dati robusti ineren-
ti la durability.

SECREZIONE INSULINICA E C-PEPTIDE: DUE FACCE DELLA
STESSA MEDAGLIA?

Partendo da questi presupposti, appare evidente che
identificare eventuali difetti primitivi della funzione
B-cellulare in individui a rischio o con neodiagnosi di
DMT2 potrebbe essere una strategia valida per indirizza-
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re i processi clinici decisionali al fine di ripristinare pre-
cocemente la funzionalita p-cellulare residua.

Sin dalla scoperta della proinsulina, il dosaggio del C-
peptide plasmatico ed urinario é stato utilizzato per sva-
riati anni come biomarker di disfunzione p-cellulare poi-
ché e secreto in quantita equimolare con l'insulina ma
non viene processato a livello epatico. Come dimostrano i
nostri studi, il C-peptide puo essere utilizzato, attraverso
opportuna modellistica matematica, per studiare la ca-
pacita secretoria insulinica endogena ma, in un setting
prettamente clinico, l'utilita del dosaggio del C-peptide
e tuttora dibattuta. L'utilizzo di test di stimolazione con
dosaggio del C-peptide € attualmente considerato il gold-
standard nello studio della secrezione insulinica (62), in
quanto permette di valutare i cambiamenti dinamici
della risposta B-cellulare allo stimolo provocativo.

Il test al glucagone (GST, Glucagon Stimulation Test), il test
all'arginina, il MMT e 'OGTT sono considerati oramai
test validati per la stima della capacita secretiva residua
in individui affetti da diabete autoimmune (63), sebbe-
ne numerosi fattori confondenti (es. i valori di glucosio
plasmatico ed in particolare l'ipoglicemia, il differente
effetto incretinico, l'insulino-resistenza e la funziona-
lita renale, la presenza di iperglicemia gia prima dello
stimolo con conseguente gluco-tossicita) debbano essere
considerati nell'interpretazione dei risultati. E impor-
tante considerare che i valori di C-peptide rilevati sotto
stimolo dipendono dalla natura dello stimolo stesso (es.
somministrazione e.v. di glucagone vs pasto); inoltre,
un recente studio ha dimostrato una maggiore validita e
ripetibilita del test di stimolazione all’arginina rispetto
al test al glucagone per la valutazione della funzionalita
B-cellulare residua (64). Rispetto ai test di provocazione,
il dosaggio del C-peptide a digiuno e espressione della
risposta statica delle B-cellule ai valori di glucosio pla-
smatici, laddove il C-peptide “random” (non a digiuno)
risente primariamente dell’effetto incretinico del pasto
precedente. Rispetto ai test di stimolazione, le misura-
zioni a digiuno e random sono pit facilmente utilizzabili
in pratica clinica poiché pitt economiche e meglio tollera-
te dai pazienti.

Ad oggi, l'utilizzo del C-peptide per indirizzare le deci-
sioni cliniche nella gestione del DMT2 é ostacolato dalla
mancanza di evidenze the mostrino un chiaro beneficio
del dosaggio del C-peptide in termini di valutazione del
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rischio e risposta alla terapia. Come discusso preceden-
temente, nella storia naturale del DMT2 é presente una
fase prodromica caratterizzata da iperinsulinemia in ri-
sposta all'insulino-resistenza che precede il declino fun-
zionale B-cellulare: in questa fase livelli elevati di C-pep-
tide sono associati ad un maggior rischio di progressione
verso il diabete manifesto, con una relazione piu forte
rispetto ai soli livelli di insulina (65-66): da cio si evince
che il solo utilizzo del C-peptide per la stima della funzio-
ne B-cellulare nel DMT2 puo essere fortemente influen-
zato dalla concomitante insulino-resistenza e pertanto
fuorviante per le decisioni cliniche. In generale, la mag-
gior parte dei potenziali utilizzi clinici del C-peptide nel
DMT2 sono solo ipotetici: ad oggi, non esistono evidenze
sull'utilizzo del C-peptide nella pratica clinica se non sot-
to stimolazione e con opportuna modellistica matema-
tica. Studi clinici futuri saranno necessari per chiarire
l'utilita del C-peptide nella diagnostica differenziale del
diabete e nel processo clinico di decision making; sara
inoltre necessario valutare ed eventualmente stabilire,
mediante un approccio di medicina di precisione, chiari
cut-off del C-peptide che possano trovare un utilizzo cli-
nico efficace.

CONCLUSIONI

[ dati presentati in questa rassegna confermano l'impor-
tanza della disfunzione B-cellulare e dell’alterazione dei
meccanismi secretivi nella patogenesi e successiva evolu-
zione del DMT2. Utilizzando la pancreasectomia parzia-
le come modello, abbiamo dimostrato come 'aumentato
workload f-cellulare provochi gia alterazioni dei fisio-
logici meccanismi di secrezione (aumento del rapporto
proinsulina-insulina) e come difetti funzionali preesi-
stenti - in particolare il deficit di prima fase - giochino
un importante ruolo predittivo sull'insorgenza del DMT2
in pazienti non diabetici sottoposti alla medesima ridu-
zione quantitativa di massa insulare.

Enfatizziamo larilevanza clinica del deficit di prima fase
nella storia naturale del DMT2, la connessione con I'iper-
glicemia postprandiale e le conseguenze di quest’ultima
sull’'omeostasi metabolica.

Studi futuri saranno necessari per individuare un mar-
ker precoce capace di rilevare difetti secretori precoci,
allo scopo di intervenire sui pazienti a rischio miglioran-
do precocemente la funzionalita B-cellulare e bloccando
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orallentando all'origine la discesa verso il deficit relativo
ed assoluto di insulina.
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