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ABSTRACT

Type1diabetes (TiD) and type 2 diabetes (T2D) are two distinct diseases, with different etiology and pathogenesis, but with a common outcome
(hyperglycemia), caused by almost complete loss of or reduced 6-cell functional mass, respectively. Although the causes that lead to 6-cell failure
are different (typically immune-mediated for TiD, while related to metabolic stress for T2D), the underlying molecular pathways are somewhat
similarin both forms of diabetes. In this review we try to highlight common molecular mechanisms of 6-cell damage in TiD and T2D, which could
suggest new promising common therapeutic targets.
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INTRODUZIONE

I1 Diabete Mellito di Tipo 1 (DMT1) e di Tipo 2 (DMT2) sono da sempre considerate due patologie distinte per eziologia
e per patogenesi, ma accomunate da uno stesso fattore patogenetico che ne determina I'insorgenza e 'evoluzione: la
progressiva perdita di massa e funzione delle B-cellule pancreatiche, che si verifica in seguito a processi di morte cellu-
lare e difetti secretori, esitando nell’iperglicemia, outcome clinico comune. Se nel DMT1 questa perdita é mediata dal
sistema immunitario ed é quasi totale, nel DMT2 essa é dovuta principalmente a uno stress di natura metabolica, di
grado variabile e associata a insulino-resistenza periferica (1) (Fig. 1).

Il DMT1 e infatti una patologia autoimmune nella quale le cellule del sistema immunitario, riconoscendo come estra-
nei antigeni presenti sulle B-cellule pancreatiche, si infiltrano nell’isola e secernono localmente citochine pro-in-
fiammatorie, dando luogo ad un processo infiammatorio definito insulite, che inizia e sostiene la distruzione e la
disfunzione delle B-cellule (2). Questi eventi si verificano in soggetti geneticamente predisposti e sono innescati o
accelerati da agenti ambientali (ad esempio infezioni virali, dieta, tossine) (2-3). Nel DMT2, invece, il danno p-cellulare
puo essere determinato da diversi fattori metabolici, primi tra tutti 'infiammazione cronica sistemica di basso grado,
'iperglicemia e I'iperlipidemia che conseguono alle condizioni di obesita e insulino-resistenza (4-5). Lobesita, infatti,
é caratterizzata dalla saturazione della normale capacita del tessuto adiposo di immagazzinare un eccesso di triglice-
ridi, colesterolo e acidi grassi liberi derivati dalla dieta. Questo determina un aumento dei livelli plasmatici di lipidi e
il loro accumulo ectopico in diversi tessuti, compreso il pancreas (6). A seconda della diversa suscettibilita genetica esi-
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stente tra gli individui, I'eccesso di grassi puo portare all'accumulo di derivati metabolici tossici per le -cellule (ad es.
ceramidi, diacilglicerolo e acil-coA), una condizione definita lipotossicita (6). Lobesita é inoltre spesso caratterizzata
da uno stato infiammatorio cronico di basso grado del tessuto adiposo, che favorisce l'insulino-resistenza e la produ-
zione di citochine pro-infiammatorie (adipochine) che possono essere rilasciate in circolo e raggiungere il pancreas.
D’altro canto, l'iperglicemia derivante dalla condizione di insulino-resistenza, legata o meno all’obesita, puo essere a
sua volta deleteria per le B-cellule pancreatiche (glucotossicita), in quanto in grado di alterare la produzione e la secre-
zione di insulina e causare perdita di massa [-cellulare (7-8). Glucotossicita e lipotossicita possono agire in maniera
sinergica definendo il fenomeno della gluco-lipotossicita (9).

In questo articolo cercheremo di analizzare i diversi aspetti della disfunzione B-cellulare nel DMT1 e nel DMT2, cercan-
do di individuare meccanismi comuni di danno che potrebbero suggerire nuovi promettenti target terapeutici comuni
a entrambe le forme di diabete.

LA MASSA FUNZIONALE B-CELLULARE NEL DMT1E NEL DMT2

Sezioni di pancreas provenienti da pazienti con DMT1 e analizzate in immunoistochimica mostrano isole pancreatiche
caratterizzate da un numero ridotto di B-cellule, una importante riduzione dell'area p-cellulare totale e un aumento
deilivelli di apoptosi (10). Le cellule insulino-positive sono spesso disposte singolarmente o in piccoli gruppi all'interno
del tessuto e non é raro osservare lobuli pancreatici che ne sono completamente privi (10). Analisi di imaging del pan-
creas in vivo, effettuate con l'uso di un agonista del recettore GLP-1 (Glucagon-Like Peptide 1) radiomarcato, confermano
la presenza di una ridotta massa insulare in soggetti con DMT1 (11). Il tasso di perdita di massa p-cellulare nel DMT1
é variabile, con alcuni pazienti che sperimentano una perdita rapida (in particolare i neonati e i bambini), mentre in
altri pazienti la perdita é relativamente lenta (principalmente negli adulti) (12-13). Sebbene esista una notevole etero-
geneita, probabilmente dovuta al fatto che la perdita di -cellule non ¢ omogenea nel pancreas ma lobulo-dipendente,
é stato stimato che la perdita di massa B-cellulare nel DMT1 non é sempre assoluta. In media, il 20% della massa é
ancora presente nei pazienti di nuova diagnosi (10, 14-16), mentre esiste un ampio consenso sul fatto che 1'85-95% della
massa [3-cellulare venga persa nel DMT1 di lunga durata (17-18), sebbene molti individui conservino un numero mode-
sto di cellule insulino-positive residue per molti anni (15-16). A conferma di cio, Campbell-Thompson et al. (18) hanno
riportato la presenza di cellule insulino-positive nella totalita dei donatori con DMT1 e insulite (associata a recente
insorgenza di DMT1) e nell’8% dei donatori con DMT1 senza insulite, quindi verosimilmente in uno stadio pit avanzato
della patologia. Parallelamente, una sistematica valutazione all'interno del biorepository Network for Pancreatic Organ Donors
with Diabetes (nPOD) ha riportato che, sebbene in generale la massa B-cellulare sia ridotta di circa il 9o% nelle isole di
pazienti con DMT1 rispetto ai controlli, essa é ancora presente in quantita residue nel 64% di donatori con durata media
del diabete di 8 anni (19).

Anche le isole pancreatiche dei pazienti con DMT2 mostrano un contenuto di insulina ridotto (20-21), sebbene esse non
siano mai completamente prive di insulina, come invece si puo osservare nel DMT1. Inoltre, i soggetti con DMT2 mo-
strano una riduzione del volume delle -cellule pancreatiche e una maggiore frequenza di apoptosi B-cellulare rispetto
ai soggetti non diabetici (22). Diversi gruppi di ricerca hanno riportato che la massa delle B-cellule é ridotta del 24-65%
nei pazienti con DMT2 e che le isole di tali pazienti sono piu piccole di circa il 50% rispetto ai controlli non diabetici
(22-24).

Oltre alla ridotta massa, sia nel DMT1 che nel DMT2, le B-cellule pancreatiche sono caratterizzate anche da difetti di
funzione, ossia ridotta capacita di produrre, immagazzinare e rilasciare insulina in concentrazioni sufficienti per
garantire l'euglicemia (25). Un interessante lavoro pubblicato nella rivista Diabetes nel 2015 dimostra, ad esempio, che
isole pancreatiche isolate da pazienti con DMT1 all’esordio sono caratterizzate da una ridotta capacita di secernere in-
sulina in risposta al glucosio, rispetto a isole di soggetti non diabetici. E interessante sottolineare che le isole di alcuni
pazienti con DMT1 possono recuperare la propria capacita secretoria se coltivate per alcuni giorniin vitro, al di fuori del
milieu diabetico e quindi “libere” dall'infiltrazione del sistema immunitario (26).
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Il calo della funzionalita B-cellulare e la conseguente secrezione anomala di insulina possono verificarsi molto prima
della diagnosi di DMT1 (27-29) e possono essere gia presenti in soggetti con normale tolleranza al glucosio orale (12, 30-
33). Il declino della capacita secretoria B-cellulare é graduale: esso inizia almeno 2 anni prima della diagnosi, accelera
in prossimita della stessa e nel primo periodo post-diagnostico e puo continuare per anni dopo la diagnosi (33-36). Tut-
tavia, bassi livelli di insulina sono ancora rilevabili nella maggior parte dei pazienti anche dopo 30 anni di DMT1 (37).
Analogamente, le isole di pazienti con DMT2 mostrano una alterata funzione secretoria, in particolare in risposta al
glucosio, rispetto a isole di soggetti non diabetici (38). Tuttavia, diversamente dalle isole di soggetti con DMT1, le isole
di pazienti con DMT2 sembrerebbero mantenere i difetti molecolari e funzionali anche quando rimosse dall’ambiente
diabetogeno. La capacita funzionale delle $-cellule é gia ridotta nei pazienti con intolleranza al glucosio (IGT) e ancor di
pit nei soggetti con DMT2 (39). Secondo lo studio UK Prospective Diabetes Study (40), la funzione delle B-cellule nei pazienti
con DMT?2 potrebbe essere ridotta del 50% alla diagnosi con un calo del 5% per ogni anno successivo, suggerendo che il
deterioramento funzionale inizia diversi anni prima dell'insorgenza della malattia. Tuttavia, in specifici pazienti con
DMT2, la progressione é inspiegabilmente piti rapida, probabilmente a causa dell’eterogeneita genomica ed epigenomi-
ca tra gli individui, ad oggi non ancora ben definita.

PERDITA DELLA MASSA FUNZIONALE B-CELLULARE NEL DMT1 E NEL DMT2: QUALI SONO | FENOMEN!I
BIOLOGICI ALLA BASE?

La massa B-cellulare é finemente regolata dall’equilibrio tra perdita di B-cellule e formazione di nuove B-cellule. Nella
storia del fallimento B-cellulare, il deficit di massa é stato a lungo proposto come una conseguenza della morte delle
B-cellule per apoptosi. Infatti, é stato dimostrato che I'apoptosi -cellulare ¢ aumentata nei pazienti con DMT1 (41-42)
e nei pazienti con DMT2, mentre né la replicazione né la neogenesi delle B-cellule sono ridotte (22). Tuttavia, questo
principio é stato recentemente messo in discussione da studi condotti principalmente su modelli animali, i quali
suggeriscono che il deficit di massa potrebbe essere dovuto piuttosto al verificarsi di fenomeni di dedifferenziazione o
transdifferenziazione delle B-cellule, come vie alternative per prevenire una perdita irreversibile di massa (43-44). Per
dedifferenziazione si intende la regressione delle -cellule ad uno stato meno maturo o addirittura simile a quello di
precursore cellulare, che porta alla perdita di componenti chiave dei meccanismi molecolari responsabili della fun-
zione ottimale delle B-cellule, in termini di secrezione di insulina (43). La dedifferenziazione é stata proposta come
fattore di perdita di B-cellule funzionali sia nel DMT1 che nel DMT2 (45-48). Per transdifferenziazione si intende invece
l'acquisizione, da parte delle B-cellule, delle caratteristiche fenotipiche di altri tipi di cellule endocrine del pancreas
(principalmente B-cellule nell'uomo e B-cellule nei roditori) (43). Anche la transdifferenziazione é stata proposta come
fattore di perdita di B-cellule funzionali sia nel DMT1 che nel DMT2 (46-47) e, in quest’ultimo caso, essa potrebbe spie-
gare l'aumento della massa delle a-cellule che di solito accompagna la diminuzione della massa p-cellulare. Non sono
tuttavia noti l'entita con la quale tali eventi si verificano in ciascuna delle due condizioni patologiche e 'eventuale
reversibilita degli stessi, con conseguente riacquisizione di funzione secretoria delle B-cellule pancreatiche. E stato
stimato che la dedifferenziazione nel DMT2 possa essere responsabile di appena il 2% della perdita di -cellule, mentre
soloil 3-4% delle B-cellule transdifferenzia in a-cellule (47-49). Si tratta di una bassa percentuale rispetto a una riduzio-
ne della massa funzionale delle B-cellule di circa il 90% nel DMT1 e del 50-60% nel DMT2. Pertanto, resta da capire quan-
to siano cruciali questi processi nel fallimento B-cellulare durante il diabete. E verosimile che I'apoptosi contribuisca
in modo preponderante alla perdita della restante percentuale di B-cellule. Tuttavia, I'apoptosi puo essere difficile da
rilevare in vivo poiché le cellule immunitarie vicine al sito di danno sono in grado di eliminare rapidamente le cellule
apoptotiche, portando pertanto ad una sottostima dei livelli di apoptosi.

Un altro evento che porta alla compromissione della massa funzionale B-cellulare & la senescenza, ossia uno stato
permanente di arresto del ciclo cellulare, che porta alla perdita dei marcatori specifici delle f-cellule e alla secrezione
di citochine pro-infiammatorie (50). Sebbene marcatori di senescenza (come la B-galattosidasi e la proteina pi6) siano
stati osservati sia nelle isole di pazienti con DMT1 che con DMT2 (51-52), non é chiaro se essa contribuisca effettiva-
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mente alla disfunzione delle B-cellule nel diabete (53-55). E tuttavia interessante notare che la clearance di p-cellule
senescenti in modelli murini di DMT1 riduce l'incidenza di diabete (51).

Anche la perdita di funzione B-cellulare puo dipendere da diversi fenomeni, quali 'alterata capacita delle B-cellule
pancreatiche di produrre insulina, di immagazzinarla nei granuli secretori e/o di rilasciarla, in risposta a diversi se-
cretagoghi (glucosio, incretine, amminoacidi) o, al contrario, 'alterata capacita di bloccare tali processi in risposta a
stimoli inibitori (56-57). La compromissione di questi eventi potrebbe alterare la capacita delle -cellule di funzionare
in maniera armonica e di rilasciare in circolo insulina in concentrazioni adeguate al mantenimento dell’omeostasi

glicemica.
PERDITA DI MASSA FUNZIONALE B-CELLULARE NEL DMT1 E NEL DMT2: DIFFERENZE E SOMIGLIANZE

Infiammazione

Linfiammazione ¢ un meccanismo chiave nella patogenesi del danno B-cellulare che caratterizza il DMTi, essendo
essa una patologia autoimmune, nella quale il sistema immunitario riconosce come estranei antigeni presenti sulla
superficie delle B-cellule pancreatiche, e attiva sistemi di distruzione delle stesse cellule (Fig. 1).

Le isole di pazienti con DMT1 sono solitamente caratterizzate dalla presenza di insulite, un processo di infiltrazione
di cellule immunitarie, soprattutto cellule T positive al CD8+ (Cluster of Differentiation 8), nell’isola pancreatica (58). Le
cellule immunitarie che circondano le isole pancreatiche secernono citochine, come IL-1B, IFN-y e TNF-a, in prossimi-
ta delle B-cellule e vengono reclutate e trattenute principalmente in risposta a fattori prodotti dalle stesse B-cellule.
Infatti, durante la fase di inizio del danno B-cellulare, le isole esprimono livelli elevati di chemochine, ad esempio
il (C-X-C motif) ligand (CXCL)10 (CXCL10), richiamando cellule immunitarie esprimenti il corrispondente recettore delle
chemochine, come il (C-X-C motif) Receptor 3 (CXCR3) (59). Inoltre, nel DMT1, le B-cellule iper-esprimono antigeni HLA di
classe I, che contribuiscono ulteriormente all’attivazione del sistema immunitario (58, 60). E interessante notare che
I'IFN-a, una citochina pro-infiammatoria espressa nelle isole umane di individui affetti da DMT1, induce un’espres-
sione di lunga durata di antigeni HLA di classe I nelle B-cellule del pancreas umano (61-62), suggerendo che la produ-
zione locale di citochine pro-infiammatorie possa iniziare e sostenere la distruzione immuno-mediata delle $-cellule.
Anche nelle isole dei pazienti con DMT2 ¢ stato osservato un aumento del numero di alcune cellule del sistema immu-
nitario, in particolare di macrofagi, tuttavia siamo molto lontani dai livelli di insulite osservati nelle isole dei pazienti
con DMT1 (63). A conferma di questo, un recente confronto tra trascrittomi di -cellule ottenute da donatori con DMT1
0 DMT2, rispetto a trascrittomi di isole umane esposte alle citochine pro-infiammatorie IL-1p e IFN-y, mostra una forte
sovrapposizione tra il trascrittoma di isole esposte a citochine e isole di pazienti con DMT1, ma nessuna o una margi-
nale sovrapposizione tra il trascrittoma di isole esposte a citochine e isole di pazienti con DMT2. Questi dati conferma-
no che la componente infiammatoria é evidente nel DMT1, mentre & marginale nel DMT2 (49).

Una differenza sostanziale nel danno B-cellulare indotto da citochine pro-infiammatorie nel DMT1 e nel DMT2 po-
trebbe risiedere nella sede di produzione di tali citochine e nella dinamica della loro secrezione. Infatti, mentre la
produzione di citochine pro-infiammatorie e localizzata principalmente a livello pancreatico nel DMT1, nel DMT2 esse
possono derivare dalle stesse cellule insulari, da macrofagi e altre cellule immunitarie all'interno dell’isola, ma an-
che dal tessuto adiposo attraverso la circolazione sistemica (adipochine) (64). E il caso, ad esempio, della citochina
pro-infiammatoria TNF-«, che nel DMT1 é prodotta localmente nell'ambito dell'insulite, mentre nel DMT2 viene se-
creta dal tessuto adiposo e raggiunge le B-cellule mediante il flusso ematico. Inoltre, mentre nel DMT1 questa e altre
citochine sono localmente e continuamente espresse e secrete nei pressi delle B-cellule, dove possono accumularsi in
grandi quantita, nel DMT2 le citochine pro-infiammatorie provenienti dal tessuto adiposo potrebbero non raggiungere
concentrazioni elevate e significative per un adeguato periodo di tempo a livello delle isole pancratiche o non essere
circondate da un milieuinflammatorio tale da renderle realmente dannose (64-65).
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Figura1 @ La perdita di massafunzionale B-cellulare rappresenta un evento necessario e precoce nella patogenesi

del diabete mellito di tipo 1 e tipo 2. (A)

Le citochine pro-inflammatorie e I'insulto immunitario sono i principali responsabili della disfunzione e della morte delle B-cellule
pancreatiche nel diabete mellito di tipo 1 e determinano la perdita quasi completa della massa B-cellulare. (B) Nel diabete mellito
di tipo 2, la perdita di massa funzionale B-cellulare € un evento al quale concorrono processi eziologici multipli e potrebbe essere
il risultato di un‘alterazione multi-organo. Specificatamente, la disfunzione del tessuto adiposo (eccessivo rilascio di acidi grassi
in circolo e alterazione del pattern secretorio delle adipochine) e del muscolo scheletrico (alterata secrezione di miochine, tra cui
I'irisina), insieme ai difetti dell'asse incretinico (alterata azione insulinotropica del GLP-1) concorrono al danno B-cellulare. In questo
caso, lariduzione della massa funzionale B-cellulare € parziale e di grado variabile
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Stress del reticolo endoplasmatico

Lo stress del reticolo endoplasmatico (RE) ricopre un ruolo centrale nella disfunzione delle B-cellule pancreatiche sia
nel DMT1 che nel DMT2, in quanto ¢ in grado di determinare sia deficit secretorio che apoptosi B-cellulare (66). Esso si
verifica quando la necessita di produrre ed elaborare nuove proteine eccede la fisiologica capacita di sintesi del RE, por-
tando all'accumulo di proteine unfolded o misfolded che innesca una risposta adattiva chiamata Unfolded Protein Response
(UPR) o risposta allo stress del RE (67). Lo scopo dell’'UPR é quello di ripristinare il normale funzionamento del RE, ri-
ducendo il tasso di traduzione proteica della cellula, aumentando le dimensioni del RE, incrementando la produzione
di chaperon molecolari e promuovendo la degradazione delle proteine mal ripiegate (49). Per via del loro peculiare ruolo
di cellule secernenti insulina, le B-cellule pancreatiche sono caratterizzate da un’elevata capacita biosintetica e sono
estremamente dipendenti dal corretto funzionamento del loro RE, dove viene sintetizzata la proinsulina. Infatti, per
garantire la normoglicemia, la sintesi della proinsulina deve costantemente far fronte al fabbisogno oscillatorio di
insulina; quando la richiesta di insulina supera la capacita delle B-cellule di sintetizzare proinsulina (per esempio in
condizioni di stress metabolico o iperglicemia cronica), esse diventano estremamente suscettibili allo stress del RE.
Le vie di segnale che portano all’attivazione dello stress del RE nelle B-cellule pancreatiche sono differenti nel DMT1 e
nel DMT2 [per un approfondimento, fare riferimento a (66)]. In primo luogo, esso é innescato da una cronica esposizio-
ne delle B-cellule pancreatiche ad alti livelli di citochine pro-infiammatorie nel DMT1i, e da stimoli gluco-lipotossici
nel DMT2 (49). Nel primo caso, lo stress del RE viene attivato dall’azione delle citochine sui recettori Inositol-Requiring
protein-1 (IRE-1), mentre, nel DMT2, viene principalmente attivata la via mediata dall’asse Protein Kinase RNA (PKR)-like ER
kinase (PERK) - eukaryotic translation initiation factor 2 (elF2)x (49). Tuttavia, queste due diverse vie di segnalazione conver-
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gono nell’attivazione di mediatori comuni e possono essere interscambiabili tra loro. In due differenti pubblicazioni
(68-69), abbiamo dimostrato che la stress chinasi ¢-Jun N- terminal Kinase (JNK), generalmente considerata un mediatore
dell'apoptosi indotta dall’attivazione di IRE-1 da parte delle citochine (70), € attivata in egual misura dal TNF-a (68) e
dall’acido grasso saturo palmitato (69), e che I'inibizione dell’attivazione di JNK (ottenuta mediante I'uso dell'inibitore
chimico SP600125) previene I'apoptosi B-cellulare indotta da entrambi gli stimoli stressogeni (68-69).

L'importanza dello stress del RE nella patogenesi del danno B-cellulare é confermata dal fatto che numerose forme di
diabete monogenico derivano da mutazioni in geni che codificano per proteine coinvolte nello stress del RE e/o nell'U-
PR (per esempio, ATF6, DNAJC3, EIF2AK3, EIF2S3, HNF1a, IER3IP1, PPP1R15B, WSF1/2, XBP1) (66). Inoltre, i markers
dello stress del RE (dei i quali la proteina C/EBP homologous protein [CHOP] e il principale rappresentante) risultano iper-
espressi nelle isole pancratiche di pazienti con DMT1 (71) e DMT2 (72).

Oltre alla proinsulina, le B-cellule producono e secernono anche elevate quantita di polipeptide amiloide (Islet Amyloid
PolyPeptide, IAPP), una proteina con importanti funzioni regolatorie a livello pancreatico (inibizione della secrezione di
insulina e glucagone) ed extra-pancreatico (azione essenzialmente anoressizzante) (73). Un’incrementata biosintesi di
insulina é solitamente associata a un’iper-espressione di IAPP. Poiché 'TAPP e un polipeptide con una spiccata tenden-
za a formare aggregati (depositi di amiloide), il suo accumulo nel RE rappresenta una delle principali cause di stress
del RE (73). Laccumulo di aggregati di amiloide & generalmente considerato come una caratteristica tipica delle isole
pancreatiche dei pazienti con DMT2 (22), nelle quali induce I'apoptosi p-cellulare mediata dal RE (72). Tuttavia, recen-
temente, accumuli di amiloide sono stati riscontrati anche in isole pancreatiche di pazienti affetti da DMT1, sebbene
esso venga indicato come un evento non frequente e i riferimenti in letteratura siano ancora scarsi (74-75).

L'evidenza che lo stress del RE ricopre un ruolo cruciale nella disfunzione e nell’apoptosi B-cellulare & confermata dal
fatto che alcune nuove molecole o farmaci gia in commercio, in grado di prevenirlo, si sono rivelate efficaci nel tratta-
mento del diabete mellito (49). E il caso degli chaperon molecolari taurine-conjugated ursodeoxycholic acid derivative (TUDCA,
gia usato per il trattamento delle patologie epatiche) e sodium phenylbutyrate, per i quali e stata dimostrata la capacita di
proteggere le B-cellule pancreatiche dal danno indotto dalle citochine pro-infiammatorie e dalla lipotossicita, rispetti-
vamente (49, 66). Tuttavia, queste molecole sembrerebbero poter agire solo in uno stato di prediabete, senza possibilita
di azione nel diabete conclamato.

Stress ossidativo

Le B-cellule pancreatiche sono tra le cellule metabolicamente piu attive dell’organismo e sono particolarmente dipen-
denti dal metabolismo ossidativo per la sintesi di ATP, in particolare a elevate concentrazioni di glucosio (76). Inoltre,
ad alti livelli di glucosio, un elevato consumo di ossigeno é fondamentale per la corretta stimolazione della secrezione
insulinica (77). Nonostante l'elevata attivita metabolica, che inevitabilmente porta alla produzione di specie reattive
dell’ossigeno (ROS) come sottoprodotto della respirazione mitocondriale, nelle B-cellule gli enzimi coinvolti nella dife-
sa antiossidante sono presenti a livelli insolitamente bassi (78). Questo squilibrio rende le B-cellule altamente suscet-
tibili a danni indotti dallo stress ossidativo.

Lo stress ossidativo € un meccanismo di danno B-cellulare ampiamente documentato nel DMT2 (79). Linfiammazione
cronica associata all'obesita, la gluco-lipotossicita, 'insulino-resistenza sono infatti tutti fattori che sovraccaricano
di lavoro la B-cellula e pertanto promuovono e sostengono lo stress ossidativo (80). Tuttavia, lo stress ossidativo svolge
un ruolo importante anche nella patogenesi del DMT1 (79). I radicali liberi e i ROS, secreti dalle cellule del sistema im-
munitario oppure prodotti direttamente dalle B-cellule in risposta all’'esposizione alle citochine pro-infiammatorie,
contribuiscono alla distruzione delle B-cellule nel DMT1 (81-82). Infatti, I'utilizzo di molecole antiossidanti o di scaven-
gers preserva la massa funzionale B-cellulare in modelli murini di DMTz (82-83). E interessante sottolineare che l'iper-
espressione di geni antiossidanti in topi NOD impedisce la distruzione immuno-mediata delle -cellule senza pero
ridurre I'infiltrazione delle isole pancreatiche da parte del sistema immunitario (84).

P66 & una proteina ampiamente coinvolta nella regolazione dello stress ossidativo, nell’apoptosi cellulare e nella re-
golazione della longevita (8s). Il suo ruolo ¢ stato studiato in diversi sistemi cellulari, in relazione a patologie correlate
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allo stress ossidativo e all’eta. La sua attivazione, ottenuta mediante la fosforilazione del residuo aminoacidico Ser3s,
risulta determinante nella disfunzione cellulare indotta da vari stimoli, in diversi organi e tessuti (86-87), inclusi il
pancreas endocrino e in particolare le B-cellule pancreatiche (88). In un nostro lavoro (88), abbiamo dimostrato che
il palmitato determina un aumento dell’espressione genica e proteica di p66°", mediata dall’attivazione del fattore
di trascrizione ps3, cosi come un aumento della fosforilazione di p66s* a livello della Ser:, mediata dall’attivazione
della proteina JNK, sia in isole pancreatiche umane e murine che in cellule insulino-secernenti di ratto INS-1E; l'in-
cremento dell’espressione e dell’attivazione di p66%* indotta dagli acidi grassi saturi provoca un aumento dell’apoptosi
B-cellulare, parzialmente mediata da un incremento della produzione dei ROS intracellulari. Allo stesso modo, in
cellule INS-1E, livelli cronicamente elevati di glucosio aumentano l'espressione proteica di p66s* e la sua attivazione,
determinando apoptosi B-cellulare. A conferma del ruolo pro-apoptotico di p66s nelle -cellule esposte ad acidi gras-
si, l'espressione genica di p66shaumenta significativamente nelle isole pancreatiche di topi nutriti con una dieta ad
alto contenuto di grassi, rispetto a topi nutriti con dieta standard, e in isole pancreatiche di pazienti obesi rispetto a
soggetti magri. aumento dell’espressione di p66° nelle isole di pazienti obesi correla con l'incrementata espressione
dei principali marker di apoptosi (BAX, caspasi 3 e citocromo c) (88). Inoltre, abbiamo recentemente dimostrato che
p66° é in grado non solo di provocare danno di vitalita, ma anche danno di funzione p-cellulare: essa infatti media
I'insulino-resistenza B-cellulare indotta dall’eccesso di acidi grassi saturi, con effetti sulla capacita dell'insulina di
promuovere la propria biosintesi e secrezione (89).

Oltre che dalla gluco-lipotossicita, tipica del DMT2, diversi studi hanno dimostrato che l'attivazione di p66s* puo es-
sere mediata anche da altri stimoli stressogeni che concorrono alla patogenesi sia del DMT1 che del DMT2. Tra questi
stimoli ritroviamo le citochine pro-infiammatorie, I'inflammazione (90-92) e 'accumulo di amiloide (93-94). Questi
dati, sebbene da confermare in p-cellule pancreatiche in quanto ottenuti in sistemi cellulari diversi, suggerirebbero
chel’attivazione di p66° possa rappresentare un mediatore di disfunzione B-cellulare in entrambe le forme di diabete.

Incretino-resistenza

11 GLP-1 e il GIP (Clucose-dependent Insulinotropic Polypeptide) sono i principali ormoni incretinici secreti dalle cellule endocrine
dell'intestino in risposta all'ingestione di nutrienti. Essi svolgono importanti ruoli fisiologici e in particolare esercitano
un’azione diretta sulle B-cellule pancreatiche, determinando un potenziamento della secrezione insulinica glucosio-
stimolata. In numerosi studi della letteratura é stato dimostrato che, nelle p-cellule pancreatiche, l'attivazione del recet-
tore del GLP-1 determina una maggiore sensibilita al glucosio, attiva processi di neogenesi e proliferazione -cellulare,
promuove la trascrizione del gene della proinsulina, mentre riduce i livelli di apoptosi delle -cellule (95). Diversi studi
condotti ex vivo su isole pancreatiche umane esposte a diversi stimoli dannosi (lipotossicita, glucotossicita, citochine
pro-infiammatorie) hanno confermato che il CLP-1 e i suoi analoghi sono in grado di ripristinare e preservare la massa
funzionale delle B-cellule pancreatiche (95). Per esempio, in uno studio pubblicato nel 2013 (69), abbiamo dimostrato che
I'analogo del GLP-1, exendin-4, é in grado di prevenire 'apoptosi indotta dall’esposizione a elevati livelli di palmitato, ini-
bendo la capacita dell’acido grasso di attivare le stress chinasi JNK e p38 MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase), attraverso
una riduzione del recettore degli acidi grassi a media/lunga catena GPR4o (G-Protein-coupled Receptor 40).

Alla luce di questi dati, un meccanismo di danno B-cellulare tipico del DMT?2 é rappresentato dall'incretino-resistenza
indotta dall’esposizione cronica ad alti livelli di acidi grassi saturi e/o glucosio. I pazienti con obesita e/o DMT2 gene-
ralmente mostrano una azione incretinica alterata (96-98), sebbene la secrezione di GLP-1 e GIP non sempre sia signi-
ficativamente ridotta (99, 100), suggerendo l'esistenza di alterazioni a livello di segnale intracellulare. Infatti, I'espo-
sizione cronica di B-cellule ad alti livelli di acido grasso saturo palmitato e in grado di ridurre la capacita dell’exendin-4
di promuovere la biosintesi e la secrezione di insulina attraverso una ridotta espressione del recettore del GLP-1 sulla
superficie delle B-cellule pancreatiche (101).

Sebbene studi recenti suggeriscano la possibilita di utilizzare gli analoghi del GLP-1 come terapia adiuvante anche
nel DMT1 (102), al meglio delle nostre conoscenze non esistono studi che individuino nella ridotta azione degli ormoni
incretinici sulle B-cellule pancreatiche un possibile meccanismo di danno B-cellulare nel DMT1.
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Irisina

L'irisina ¢ una miochina di 112 aminoacidi (~12 KDa), derivante dal clivaggio della porzione extracellulare N-terminale
della proteina di membrana protein fibronectin type Il domain containing protein 5 (FNDCs), secreta principalmente dal mu-
scolo scheletrico in seguito ad attivita fisica e in grado di favorire il browning del tessuto adiposo bianco e la termogenesi
(103). Numerosi studi hanno esplorato le proprieta pleiotropiche dell’irisina, dimostrando il suo ruolo fondamentale
nella regolazione del metabolismo energetico, agendo su diversi tessuti e intervenendo in numerose vie biochimiche
(104). In particolare, l'irisina promuove I'assorbimento e l'utilizzo/immagazzinamento del glucosio nel muscolo sche-
letrico e nel tessuto adiposo, riduce la produzione epatica di glucosio, la glicogenolisi, la lipogenesi e I'adipogenesi,
mentre promuove la lipolisi e l'ossidazione degli acidi grassi (104). Inoltre, I'irisina esercita effetti cardiovascolari be-
nefici e favorisce il dimagrimento, probabilmente attraverso un’ azione diretta sulla regolazione ipotalamica del food
intake (104-105).

In un precedente lavoro, abbiamo dimostrato che l'irisina protegge le B-cellule pancreatiche e le isole pancreatiche
murine e umane dall’apoptosi indotta dall’palmitato, attraverso un meccanismo che coinvolge la via di segnale an-
ti-apoptotica AKT/Bcl-2 (Protein Kinase B/B-cell lymphoma-2) (106). Inoltre, I'irisina migliora la biosintesi e la secrezione
dell'insulina, in modo PKA/CREB (Protein Kinase A/cAMP Response Element-Binding protein)-dipendente, e promuove la pro-
liferazione delle B-cellule attraverso l'attivazione della via di ERK (Extracellular signal-Regulated Kinase)-1/2 (106). Quando
somministrata in vivo, l'irisina migliora la secrezione di insulina stimolata dal glucosio e aumenta il contenuto di
insulina, la massa B-cellulare e la proliferazione in topi sani (106). E importante sottolineare che l'irisina stimola la
secrezione di insulina solo in condizioni di alto glucosio, riducendo al minimo il rischio di ipoglicemia (106). Allo stes-
somodo, Liu et al. hanno dimostrato che l'irisina aumenta significativamente la proliferazione delle cellule INS-1 tra-
mite l'attivazione di ERK e p38 MAPK, protegge le cellule dall’apoptosi indotta da glucotossicita e migliora la funzione
delle B-cellule pancreatiche in un modello di ratto di DMT2 (107). Inoltre, nelle cellule INS-1E e nelle isole isolate da topi
C57BL/6 esposti a condizioni gluco-lipotossiche, I'irisina migliora 'espressione dei geni correlati alla sopravvivenza e
alla funzione delle B-cellule, prevenendo cosi l'apoptosi indotta dalla gluco-lipotossicita e ripristinando la capacita se-
cretoria dell'insulina (108). Questi effetti dipendono dall’attivazione del’AMPK (Adenosine Monophospate-activated Protein
Kinase), dalla soppressione dell’espressione di geni lipogenici e dalla conseguente ridotta sintesi e accumulo intracellu-
lare di acidi grassi/trigliceridi (108).

E importante sottolineare che i livelli di irisina sono piti alti in corso di obesita (109-110) e correlano positivamente con i
marker di adiposita (111-112), probabilmente riflettendo una un aumento compensatorio in risposta alle anomalie me-
taboliche e all'insulino-resistenza. Al contrario, numerosi studi, comprese diverse meta-analisi, hanno dimostrato
cheilivelli diirisina sono significativamente ridotti nei pazienti con DMT2 (110, 113-116), probabilmente a causa di una
perdita della risposta compensatoria dovuta a una maggiore compromissione metabolica. D’altronde, la somministra-
zione esogena di irisina migliora la tolleranza al glucosio e la sensibilita all'insulina e aumenta il dispendio energetico
sia nei topi obesi che in quelli diabetici (104).

Se la riduzione dei livelli circolanti di irisina puo rappresentare un nuovo meccanismo di disfunzione B-cellulare nel
DMT?2, lo stesso non si puo dire per il DMT1. A tal proposito, diversi lavori hanno dimostrato che i livelli di irisina pos-
sono essere aumentati nei pazienti con DMT1 (117-119). Sebbene non si conoscano i reali motivi di tale aumento, questi
dati sembrano confermare che mentre la perdita della massa funzionale nel DMT2 é influenzata dall’azione di fattori
provenienti da diversi organi e tessuti (Fig. 1), nel DMT1 i meccanismi di danno sembrerebbero essere circoscritti al
microambiente insulare.

CONCLUSIONI
La perdita della massa funzionale B-cellulare rappresenta l'evento centrale nella patogenesi sia del DMT1 che del DMTz2.
Sebbene le cause che portano a questa disfunzione siano diverse nelle due forme di diabete (mediata dal sistema im-

munitario e dalle citochine pro-infiammatorie nel DMT1; prevalentemente associata allo stress metabolico, e in mi-
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Figura2 @ Sebbene le cause che portano al fallimento B-cellulare siano diverse (immuno- e citochine-mediate per il
diabete mellito di tipo 1, legate allo stress metabolico, e in misura minore alle citochine pro-inflammatorie, peril diabete
mellito di tipo 2), le vie che portano alla perdita di massa funzionale B-cellulare, tramite fenomeni di apoptosi, sene-
scenza, alterata differenziazione e deficit secretori, sono simili in entrambe le forme di diabete e includono accumulo di
amiloide, stress del reticolo endoplasmatico e stress ossidativo. RE, reticolo endoplasmatico
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sura minore alle citochine pro-infiammatorie, nel DMT2), le risposte molecolari messe in atto dalla B-cellula possono
essere molto simili e comprendono I'infiammazione, lo stress del RE, 'accumulo intra-insulare di amiloide e lo stress
ossidativo. Questi eventi biologici portano a deficit secretorio e perdita di massa p-cellulare (apoptosi, trans e dediffe-
renziamento, senescenza) (Fig. 2). Altri meccanismi di danno, fra cui I'alterata azione di ormoni extra insulari sulla
B-cellula pancreatica (ridotta azione degli ormoni incretinici e dell’irisina) sono tipici del DMT2 e, ad oggi, non riscon-
trati nel DMT1.

La presenza di meccanismi condivisi nel fallimento B-cellulare nel DMT1 e DMT2 suggerisce la possibilita di indivi-
duare nuovi target e nuove strategie farmacologiche comuni a entrambe le forme di diabete (come nel caso dei nuovi
farmaci che mirano a inibire lo stress del RE).

In conclusione, la disfunzione B-cellulare nel DMT1 e nel DMT2 presenta sicuramente molte differenze, ma anche nu-
merosi punti in comune (Fig. 2).
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