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Rassegna

Alterazioni funzionali e di massa
delle beta-cellule nel diabete
di tipo 2

RIASSUNTO

Il diabete mellito di tipo 2 rappresenta la forma piu frequente di
diabete nel’uomo ed ¢ caratterizzato da difetti della beta-cellu-
la associati a ridotta sensibilita dei tessuti periferici all’azione del-
l'insulina. Le beta-cellule mostrano, nel diabete di tipo 2, una
significativa riduzione di numero e volume, alterazione questa
dovuta ad aumentata morte per fenomeni apoptotici, non com-
pensata da adeguata rigenerazione. Sono inoltre presenti deficit
quantitativi e qualitativi della secrezione insulinica. A tutto cio
contribuiscono fattori genetici e acquisiti. Numerosi polimorfismi
di geni in grado di influenzare la sopravvivenza e la funzione della
beta-cellula sono stati descritti recentemente, ed € questo un
settore in evoluzione continua. Tra i fattori acquisiti, assumono
particolare importanza la glucotossicita e la lipotossicita, vale a
dire i danni indotti dalla prolungata esposizione delle beta-cellu-
le a elevate concentrazioni, rispettivamente, di glucosio o acidi
grassi. Di interesse e incoraggianti appaiono alcuni dati che
dimostrano come la sofferenza della beta-cellula nel diabete di
tipo 2 possa essere direttamente prevenuta o fatta regredire da
adeguati trattamenti farmacologici.

SUMMARY

Beta-cell defects in human type 2 diabetes

Type 2 diabetes, the most common form of diabetes in humans,
results from a combination of genetic and acquired factors that
impair beta-cell function and tissue insulin sensitivity. However,
growing evidence is showing that the beta-cell is central to the
development and progression of this form of diabetes. Reduced
islet and/or insulin-containing cell mass or volume in type 2 dia-
betes has been reported by several authors. Furthermore, stu-
dies with isolated type 2 diabetic islets have directly shown both
quantitative and qualitative defects of glucose-stimulated insulin
secretion. The impact of genotype in affecting beta-cell function
and survival is a very fast growing field or research, and several
gene polymorphisms have been associated with this form of dia-
betes. Among acquired factors, glucotoxicity (the damage indu-
ced by prolonged exposure to increased glucose levels) and
lipotoxicity (the damage due to increased free fatty acid concen-
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trations) are likely to play an important role. Interestingly, phar-
macological intervention can improve several defects of type 2
diabetes islet cells in vitro, suggesting that prevention or rever-
sal of the disease might be possible.

Introduzione

La forma piu comune di diabete mellito & il diabete di tipo 2,
caratterizzato dalla presenza di ridotta sensibilita all'insulina
(insulino-resistenza) da parte dei tessuti periferici e insuffi-
ciente secrezione insulinica a livello delle beta-cellule pan-
creatiche'*. Nella storia naturale del diabete di tipo 2 € I'in-
sulino-resistenza a comparire per prima, il che impone un
lavoro aggiuntivo alle beta-cellule per compensare la ridotta
efficacia dell’'insulina prodotta*®. Quando poi le cellule beta
non riescono piu a far fronte alle aumentate necessita, la
produzione di insulina diminuisce e il diabete si evidenzia cli-
nicamente, progredendo negli anni a seguire*®. Nel presen-
te articolo discuteremo gli aspetti principali riguardanti le
alterazioni delle beta-cellule nel diabete di tipo 2, e mostre-
remo come almeno una parte di tali alterazioni possa essere
considerata reversibile.

Le beta-cellule pancreatiche

Le beta-cellule sono le cellule endocrine maggiormente rap-
presentate nelle isole pancreatiche (Tab. 1). A loro volta, le
isole sono strutture rotondeggianti od ovali, il cui pur rag-
guardevole numero (in una persona di circa 70 kg ci posso-
no essere da 300.000 a 1.500.000 isole) rappresenta non
piu dell’1-2% del volume totale del pancreas. Le dimensio-
ni delle isole pancreatiche vanno da pochi micrometri a 200-
300 um di diametro, ed ¢ stato calcolato che in una isola di
medie dimensioni (150 um di diametro) sono presenti circa
1000-1500 cellule beta, ciascuna delle quali contiene circa
10.000 granuli di insulina.

La normale funzione beta-cellulare dipende essenzialmente
dall’integrita dei meccanismi che regolano la sintesi e il rila-
scio dell’insulina, nonché dalla massa complessiva delle cel-
lule beta. Il regolatore piu importante della secrezione insuli-
nica e il glucosio, anche se numerosi altri nutrienti, cosi
come vari ormoni, neurotrasmettitori e farmaci possono
influenzare il rilascio del’ormone®°, Classicamente, si ritie-

Tabella 1 Principali cellule endocrine pancreatiche.

Tipo Percen_tuale Ormone
relativa prodotto
Cellule alfa 20-30% Glucagone
Cellule beta 60-70% Insulina
Cellule delta 5-15% Somatostatina
Cellule PP 5-10% Polipeptide
pancreatico

ne che il glucosio, dopo essere entrato nella beta-cellula a
opera di specifici gluco-trasportatori (in particolare il GLUT2
e, nel’'uomo, anche il GLUT1), venga fosforilato dall’enzima
glucochinasi e quindi avviato lungo la cascata glicolitica. Il
piruvato che ne deriva entra nel mitocondrio e, attraverso il
ciclo degli acidi tricarbossilici e i successivi eventi a livello
della catena respiratoria mitocondriale, si arriva alla produ-
zione di ATP. L'aumento del rapporto ATP/ADP induce la
chiusura, a livello della membrana cellulare, dei canali del
potassio ATP-dipendenti, cui conseguono depolarizzazione
della membrana, apertura dei canali del calcio voltaggio-
dipendenti, ingresso nella cellula di ioni calcio. Quest’ultimo
evento determina, infine, attraverso meccanismi complessi
e non ancora del tutto identificati, I'esocitosi dei granuli di
insulina. Peraltro, il metabolismo del glucosio determina
anche, a livello mitocondriale, la produzione di altri metabo-
liti che, attraverso meccanismi ancora poco noti, contribui-
scono all’esocitosi dei granuli di insulina. Da sottolineare infi-
ne che, nel percorso che porta al rilascio di insulina, alcuni
secretagoghi agiscono distalmente. Le sulfaniluree, per
esempio, legandosi a recettori specifici che si trovano sui
canali del potassio ATP-dipendenti, determinano diretta-
mente la chiusura di tali canali''. L’aminoacido arginina, dal
canto suo, entrando nella beta-cellula causa, per la presen-
za di cariche negative nella sua struttura, depolarizzazione
della membrana cellulare e conseguente apertura del canali
del calcio voltaggio-dipendenti'?. Dal punto di vista dinami-
co, poi, il rilascio di insulina da parte della beta-cellula in
risposta al glucosio riconosce principalmente una prima
fase, rapida, della durata di pochi minuti, e una seconda
fase, piu prolungata®™°. Inoltre, la secrezione ¢ pulsatile, con
onde oscillatorie della durata di 8-10 minuti e ampiezza
modulabile®1°.

Per quanto riguarda la massa beta-cellulare, i principali
meccanismi che la regolano sono I'apoptosi (una particola-
re forma di morte cellulare programmata), le dimensioni delle
singole beta-cellule, la replicazione (cioe la mitosi di cellule
beta preesistenti) e la neogenesi (cioe la formazione di
nuove beta-cellule da precursori)'®'#. Quanto a lungo
soprawiva una beta-cellula nel’'uomo non € noto, ma si
ritiene che la “spettanza di vita” di una cellula beta normale
possa essere di vari anni. Peraltro, € noto che la massa
beta-cellulare ha una sua plasticita (Fig. 1). Nei primi anni di
vita, essa aumenta notevolmente, grazie a marcati fenome-
ni replicativi e di neogenesi'®. Successivamente, si raggiun-
ge una sorta di equilibrio che viene poi mantenuto, di solito,
durante la vita adulta. Con I'avanzare dell’eta, i fenomeni
apoptotici tendono a prevalere su quelli rigenerativi e la
massa cellulare si riduce leggermente. La plasticita delle
beta-cellule pud essere apprezzata in alcune situazioni fisio-
logiche o patologiche. Durante la gravidanza, per esempio,
la massa beta-cellulare quasi raddoppia, per far fronte alle
esigenze metaboliche e ormonali. Cid & sostanzialmente
dovuto a fenomeni replicativi, mediati dalla prolattina e dal
lattogeno placentare. Dopo il parto, il tasso di replicazione
diminuisce, mentre aumenta quello dell’apoptosi, cosi da
raggiungere di nuovo I'equilibrio™'*. In caso di sovrappe-
so/obesita, 'insulino-resistenza che ne deriva viene com-
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Massa beta-cellulare

Figura 1 Rappresentazione esem-
plificativa  dell’andamento  della
massa beta-cellulare in varie condi-
zioni. N: situazione normale; Ob:
obesita senza diabete; T2DM: dia-
bete mellito di tipo 2; G: gravidanza.

Anni

pensata da un accentuato tasso di replicazione e neogene-
si, e dallaumento di dimensioni delle singole beta-cellu-
le™ 14, Nei soggetti con diabete di tipo 2 la massa beta-cel-
lulare diminuisce, apparentemente in maniera inesorabile,
con il passare degli anni.

Le beta-cellule nel diabete di tipo 2

Nel diabete mellito di tipo 2 fattori genetici e acquisiti, non
del tutto noti e attraverso meccanismi in buona parte anco-
ra da chiarire, concomitano nel determinare il deficit di fun-
zione e di massa delle beta-cellule (Tab. 2). Dal punto di
vista funzionale, il comportamento della secrezione insulini-
ca da parte della beta-cellula nel corso della storia naturale
del diabete di tipo 2 & variabile, con livelli di insulinemia che,
in termini assoluti, possono essere aumentati, normali o
ridotti, ma che, relativamente alle concentrazioni circolanti

Tabella 2 Principali alterazioni della secrezione

insulinica nel diabete mellito di tipo 2.

Alterazioni
qualitative

Alterazioni
quantitative

Ridotta secrezione in
risposta al glucosio
(alterazione precoce)

Ridotta secrezione in
risposta ad altri
secretagoghi (alterazione
piu tardiva)

Perdita della prima
fase della secrezione

Perdita della normale
pulsatilita

Aumentato rapporto
proinsulina/insulina

del glucosio, sono, per definizione, insufficienti a garantire
una normale glicemia''®, |l difetto funzionale piu precoce &
la progressiva riduzione, fino alla scomparsa, della prima
fase della secrezione insulinica cui, nel tempo, si aggiunge
un deficit anche a carico della seconda fase del rilascio del-
I'ormone. Di rilievo ¢ il fatto che la secrezione di insulina in
risposta a stimoli diversi dal glucosio (per esempio arginina
e sulfaniluree) € parzialmente conservata, sia nella quantita
sia nella dinamica, anche a vari anni dalla diagnosi'’'®, a
dimostrazione che nelle beta-cellule dei pazienti diabetici
tipo 2 i granuli che contengono 'ormone ci sono ancora
(@meno in parte) e sono pronti a essere rilasciati al di fuori
della cellula, anche se il glucosio non riesce a far giungere |l
giusto segnale. Dal punto di vista dinamico, oltre alle altera-
zioni a carico della prima fase della secrezione insulinica, nel
diabete mellito tipo 2 sono presenti difetti della normale pul-
satilita del rilascio dell’ormone. Studi condotti con isole puri-
ficate di soggetti non diabetici hanno dimostrato che |l
segnapassi capace di regolare le oscillazioni rapide dell’atti-
vita della beta cellula € intrinsecamente presente nell’isola di
Langerhans, cosi da conferire un andamento della secrezio-
ne caratterizzato da un periodo, scarsamente o per niente
influenzato da perturbazioni metaboliche o farmacologiche,
di circa 10 minuti, € un’ampiezza di entita variabile, modula-
bile dalle concentrazioni di glucosio e dalla presenza di far-
maci e ormoni'®. Da questo punto di vista, alcuni dati indi-
cano che le isole diabetiche mantengono una pulsatilita del
loro rilascio di insulina, mentre I'ampiezza delle oscillazioni &
ridotta rispetto a quella di isole di controllo, soprattutto in
risposta al glucosio®. Un ulteriore aspetto relativo al deficit
funzionale della beta-cellula nel diabete di tipo 2 & 'aumen-
tato rapporto tra proinsulina e insulina. Come sappiamo,
nelle cellule beta la proinsulina & efficientemente convertita a
insulina e C-peptide, cosicché nel granulo maturo la quanti-
ta di proinsulina € minima. Probabilmente perché sollecitata
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in maniera anomala, la beta cellula nel diabete tipo 2 non
riesce a procedere adeguatamente alla trasformazione della
proinsulina, che viene rilasciata in quantita significativamen-
te piu elevata®!.

La riduzione della massa beta-cellulare nel diabete di tipo 2
dipende sostanzialmente da una riduzione del numero tota-
le di isole nel pancreas, da una diminuzione delle beta-cel-
lule nelle isole e da una minore quantita di granuli di insulina
per beta-cellula’®?2-2, In particolare, in uno studio pubblica-
to poco tempo fa e che poneva attenzione non solo al volu-
me e alla massa delle beta-cellule, ma anche al tasso di
apoptosi e rigenerazione, venivano esaminati i pancreas di
soggetti obesi 0 normopeso, con o senza alterata glicemia
a digiuno (IFG) o diabete di tipo 226. E stato cosi osservato
che i soggetti con alterata glicemia a digiuno e quelli con
diabete avevano una marcata riduzione (circa il 50%) del
volume beta-cellulare, dovuto a un significativo aumento
dell’apoptosi (3 volte piu elevata nel diabete associato a
obesita e 10 volte piu alta nei diabetici non in sovrappeso),
non compensato da meccanismi rigenerativi adeguati alle
necessita.

Cause di danno beta-cellulare
nel diabete di tipo 2

Come gia accennato, nel diabete mellito di tipo 2 vari fat-
tori genetici e acquisiti contribuiscono alla riduzione della
funzione e della sopravvivenza della beta-cellula. Numerosi
geni sono stati associati ad alterazioni beta-cellulari e tra
questi ve ne sono che codificano per vari fattori di trascri-
zione, per proteine coinvolte nel metabolismo del glucosio,
per molecole implicate nel segnale insulinico e vari altri?’-°.
Un esempio interessante dell’influenza delle caratteristiche
genetiche sulla funzione e sulla sopravvivenza delle beta-
cellule € dato dal polimorfismo dell’insulin receptor sub-
strate-1 (IRS-1) noto come Arg972 (in cui I'arginina sosti-
tuisce la glicina, essendo questo I'aminoacido normalmen-
te presente in posizione 972 di IRS-1)*'. | soggetti portato-
ri di questo polimorfismo hanno ridotti livelli di insulina e C-
peptide e le beta-cellule con il polimorfismo hanno una
quantita minore di granuli di insulina maturi, con un corri-
spondente aumento del numero dei granuli immaturi.
Inoltre, tali beta-cellule rilasciano meno insulina e piu proin-
sulina, rispetto ai controlli, in risposta al glucosio. Infine, il
tasso di apoptosi € circa il doppio nelle isole con il polimor-
fismo, un effetto questo associato a una maggiore attivita
delle caspasi 9 e 3 (proteine esecutrici dell’apoptosi), non-
ché a un’alterata funzione della via del segnale insulinico
che porta all’attivazione di PI3-chinasi e Akt. Piu recente-
mente, & stato osservato che mutazioni puntiformi del
gene che codifica per il fattore di trascrizione TCF7L2 si
associa a una diminuzione della secrezione di insulina, pro-
porzionale al’lammontare del gene trascritto e associata,
peraltro, a un’aumentata trascrizione del gene per I'insuli-
na®,

Tra i fattori acquisiti, certamente la glucotossicita (dovuta a

prolungata esposizione a elevate concentrazioni di glucosio)
e la lipotossicita (causata da eccessivi livelli di acidi grassi)
svolgono un ruolo importante nell’influenzare la soprawvi-
venza delle beta-cellule®®®, Per esempio, in uno studio
dove isole pancreatiche umane sono state esposte per 5
giorni a una concentrazione di glucosio di 300 mg/dl, €
stato osservato un tasso di apoptosi significativamente piu
elevato rispetto a quanto accadeva in presenza di glucosio
100 mg/di®s, Un aumento dell’apoptosi, valutato mediante
microscopia elettronica, € stato dimostrato anche allorquan-
do I'esposizione ad alto glucosio (300 mg/dl) veniva alterna-
ta ogni 24 ore con quella a glucosio normale (100 mg/dl). In
effetti, se queste condizioni sperimentali (che cercano di
mimare la condizione in vivo, in cui non si hanno livelli di glu-
cosio costantemente elevat)) vengono mantenute per 5
giorni, I'apoptosi aumenta di varie volte rispetto a quanto
misurato nelle isole di controllo®. E verosimile che molti
degli effetti delle elevate concentrazioni di glucosio siano
mediati dalla produzione di radicali liberi dell’ossigeno, pro-
dotti sia attraverso il metabolismo mitocondriale (in accordo
con 'evidenza secondo cui i mitocondri di beta-cellule pre-
esposte ad alto glucosio presentano evidenti alterazioni
morfologiche, come riportato nella figura 2) sia attraverso
altre vie, tra cui di particolare importanza sembra essere
quella delle esosamine®. Tutto questo porta a un aumento
dello stress ossidativo, cosi come dimostrato in isole di
Langerhans di soggetti non diabetici coltivate in presenza di
alto glucosio e anche in isole ottenute da pazienti con dia-
bete di tipo 217:2457,

Alcuni studi condotti con isole pancreatiche umane hanno
aiutato a comprendere come e attraverso quali meccanismi
la lipotossicita danneggia le beta-cellule. L’esposizione delle
isole umane per 48 ore a un’elevata concentrazione di acidi
grassi liberi (FFA) ¢ risultata in effetti in grado di aumentare
di varie volte il tasso di apoptosi beta-cellulare®. Tale effetto
veniva completamente prevenuto se si inibivano le caspasi
(esecutrici dell’apoptosi), e parzialmente impedito se si bloc-
cava la formazione di ceramide, un prodotto derivante dal
metabolismo degli FFA. Inoltre, 'aumentata apoptosi si
associava a una diminuzione dell’espressione genica di
Bcl2, una molecola con proprieta antiapoptotiche. Peraltro,
e stato successivamente dimostrato che i vari FFA hanno
effetti diversi: sarebbero gli acidi grassi saturi a lunga cate-
na (palmitico e stearico in particolare) a essere dannosi per
le beta-cellule, mentre I'acido oleico sembrerebbe addirittu-
ra avere un effetto protettivo®®. Infine, & da sottolineare
come alcuni autori ritengano che gli acidi grassi siano tossi-
ci per la beta-cellula particolarmente (o forse soltanto) quan-
do associati ad alte concentrazioni di glucosio (condizione
definita di gluco-lipotossicita)®.

Un altro aspetto su cui si discute ¢ il possibile ruolo che I'a-
milina (proteina co-secreta con l'insulina) pud avere nel
determinare il danno beta-cellulare. Alcuni autori hanno
infatti evidenziato che I'aumentata attivita beta-cellulare in
caso di insulino-resistenza induce anche una maggiore pro-
duzione di amilina che finirebbe per formare aggregati fibril-
lari e infine depositi di amiloide capaci di alterare la funzione
e la soprawvivenza delle beta-cellule®4°.
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Beta-cellula normale

Beta-cellula esposta ad alto glucosio

Figura 2 A seguito dell’esposizione a elevate concentrazioni di glucosio, i mitocondri (frecce) delle beta-cellule mostrano varie
alterazioni morfologiche, tra cui rigonfiamento e minore definizione delle creste e della matrice.

Il danno beta-cellulare nel diabete di
tipo 2 puo essere reversibile

In questo complesso scenario, un aspetto di particolare
importanza & se la beta-cellula pud essere in qualche modo
recuperata, dal punto di visto funzionale e di soprawivenza.
Alcuni studi sono stati in effetti eseguiti in tal senso. Quando si
sono valutate le caratteristiche di secrezione e di sopravviven-
za di isole pancreatiche umane esposte ad alte concentrazio-
ni di glucosio o acidi grassi liberi, € stato dimostrato che vari
composti farmacologici (tfra cui metformina e rosiglitazone)
possono prevenire i danni dovuti a tali alterazioni metaboli-
che*'#2, Di maggior interesse, owiamente, sono tuttavia gli
studi che hanno valutato isole di Langerhans ottenute da
pazienti con diabete di tipo 2, e alcune informazioni utili sono
disponibili in tal senso. Per esempio, & stato osservato che I'in-
cubazione di isole diabetiche con antiossidanti & in grado di
ridurre lo stress ossidativo che accompagna il diabete mellito
di tipo 2 anche a livello beta-cellulare (Fig. 3)'". A cio si asso-
ciano un miglioramento della secrezione insulinica (Fig. 3) e un
aumento dell’espressione genica di molecole fondamentali
per il normale funzionamento delle beta-cellule tra cui, eviden-
temente, linsulina (Fig. 3), ma anche altre proteine quali, per
esempio, i trasportatori di glucosio. Tra i farmaci attualmente
utilizzati nel trattamento del diabete mellito di tipo 2, la metfor-
mina si & dimostrata capace di migliorare le caratteristiche
delle beta-cellule diabetiche'®. In effetti, I'incubazione di isole
ottenute da pazienti con diabete di tipo 2 in presenza di con-
centrazioni terapeutiche di tale molecola ha determinato un
recupero funzionale e di sopravvivenza delle beta-cellule,
associato a riduzione dello stresso ossidativo e con cambia-
menti positivi a livello molecolare che comprendevano aumen-
tata espressione di insulina, gluco-trasportatori e proteine
implicate nella protezione dall’apoptosi. Piu recentemente,
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Figura 3 [’aggiunta di un antiossidante (GSH) al mezzo di
coltura delle isole pancreatiche diabetiche (T2DM) deter-
mina un miglioramento della secrezione insulinica (A), una
riduzione dello stress ossidativo (B) e una migliore espres-
sione del gene per I'insulina (C) (adattata dalla voce biblio-
grafica®).
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Figura 4 La preincubazione con exendina-4
migliora la secrezione insulinica da parte di isole
pancreatiche diabetiche (T2DM) (adattata dalla
voce bibliografica®).
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particolare attenzione € stata rivolta al ruolo delle incretine (in 5.
particolare GLP-1 e relativi analoghi) nel modulare le caratteri-
stiche delle beta-cellule. Tali molecole, infatti, si sono dimostra-
te capaci, in vari modelli sperimentali, di migliorare la funzione 6.
insulino-secretoria, di proteggere dall’apoptosi, e di favorire il
differenziamento beta-cellulare*®. E stato altresi dimostrato 7.
che isole di Langerhans preparate da pazienti diabetici ed
esposte a exendina-4 (un mimetico del GLP-1) recuperano la 8
capacita di secernere insulina in risposta al glucosio (Fig. 4) ed
esprimono fattori di differenziamento e rigenerazione quali
PDX-1 e proteina Ki67%. °.
10.
Conclusioni
11.
Esiste chiara evidenza secondo cui le alterazioni delle beta-
cellule nel diabete tipo 2 sono sia qualitative sia quantitative; 12.
tali alterazioni sono caratterizzate, in particolare, dalla inca-
pacita di rispondere in maniera congrua ai secretagoghi (in 13.
particolare al glucosio), dalla perdita della normale dinamica
del rilascio insulinico e dalla riduzione della massa beta-cel-
lulare. E stato peraltro dimostrato come vari fattori, genetici 14,
e acquisiti, contribuiscano all’insorgenza e alla progressione
del danno beta-cellulare. Una sempre maggiore compren- 15.
sione dei meccanismi responsabili di tale danno sta contri-
buendo allo sviluppo di strategie di intervento capaci di pre-
venire e auspicabilmente far regredire le lesioni delle beta- 16.
cellule nel diabete di tipo 2.
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