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Il Diabete Mellito 
 
Definizione di Diabete Mellito 

 

Il diabete mellito (DM) è una malattia metabolica complessa e potenzialmente 

debilitante, dovuta alla de-regolazione dell’omeostasi glicemica e 

caratterizzata principalmente da iperglicemia e dall’alterato metabolismo 

lipidico e proteico. Alla base della patogenesi della patologia, classicamente 

vengono riconosciuti difetti a carico della secrezione insulinica e l’alterata 

sensibilità dei tessuti periferici all’ormone. Accanto a questi aspetti classici 

della patologia, negli ultimi anni molti altri aspetti di fisiopatologia stanno 

aumentando gli attori della patologia e stanno determinando nuovi bersagli 

terapeutici e di ricerca per la comprensione di questa patologia.  

L’American Diabetes Association (ADA) ha classificato le varie forme di 

diabete mellito note in base al meccanismo patogenetico [Tabella 1].  
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Tabella 1 - Etiologic classification of diabetes mellitus [1] 

 
Sulla base di questa classificazione [1], le categorie maggiormente presenti 

nella popolazione sono: il Diabete Mellito di tipo 1 (T1DM) che rappresenta 

circa il 5% della popolazione dei soggetti diabetici e il Diabete mellito di tipo 

II (T2DM) la restante parte. Il T1DM è caratterizzato principalmente dalla 

distruzione delle β-cellule pancreatiche per fenomeni autoimmunitari con 

conseguente deficit della secrezione insulinica. Tale patologia può avere 

origine autoimmune (1A) oppure essere idiopatico (1B) (con caratteristiche 

poco note).  
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Il diabete mellito tipo 2 (T2DM) interessa invece il 90-95% della popolazione 

con diabete. La nuova fisiopatologia del T2DM coinvolge almeno sette tra 

organi e tessuti, tra cui pancreas, fegato, muscolo scheletrico, tessuto adiposo, 

cervello, tratto gastrointestinale e reni [Fig. 1]. I segni distintivi del T2DM 

sono la ridotta sensibilità all'insulina (insulino-resistenza) da parte del fegato, 

del muscolo e del tessuto adiposo, in presenza di un progressivo declino della 

funzione β-cellulare, che nel tempo porta alla ridotta secrezione di insulina. 
 
 

 
 
 

Figura 1 - Fisiopatologia delle disfunzioni multiorgano dovute al T2DM [2]. 
 
 

Questa classificazione, seppur corretta nella divisione eziopatogenetica, 

presenta dei limiti, perché in ogni categoria patologica esistono sottogruppi di 

pazienti difficilmente classificabili secondo standard rigidi e ciò è dovuto ad 
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alcune caratteristiche eterogenee della patologia. Recentemente sono stati 

riconosciuti gruppi di pazienti con caratteristiche intermedie tra T1DM e 

T2DM e viceversa. Queste sottoclassi sono riconosciute come categorie 

indipendenti (diabete autoimmune degli adulti - LADA, oppure diabete 

autoimmune che non necessità di sostituzione con terapia insulinica - 

NIRAD) e richiedono trattamenti terapeutici differenziati e personalizzati. 

Sono note e riconosciute altre forme di diabete differenti dalle forme comuni, 

che interessano categorie di popolazioni speciali; tra queste ricordiamo il 

diabete gestazionale (GDM) che si manifesta in una fase precisa della vita 

della donna e coinvolge dall’1 al 14% di tutte le gravidanze [3]. Questa forma 

di solito regredisce al termine della gravidanza. 

Altre tipologie di diabete sono dovute a cause specifiche, ad esempio difetti 

della funzione β-cellulare, difetti dell’attività insulinica su base genetica, 

malattie del pancreas esocrino (es. fibrosi cistica) e difetti dovuti a danni 

indotti da farmaci o da sostanze chimiche. 

Lo sviluppo della malattia è quindi dovuto a diversi processi patogenetici tra 

cui i principali sono: distruzione delle β-cellule pancreatica in seguito 

all’instaurarsi di fenomeni di stress metabolico, apoptosi accelerata dovuta a 

danno cellulare o ad autoimmunità, progressiva perdita di funzione e di massa 

delle β-cellule con conseguente riduzione nella produzione di insulina. A 

questa condizione spesso si associa un’insensibilità tissutale all’insulina che 

può essere geneticamente acquisita o determinata dall’interazione 

dell’organismo con l’ambiente. La vita sedentaria e l’iper-alimentazione 

vengono ad oggi riconosciuti come componenti determinanti per il 

peggioramento dell’insulino-resistenza dell’organismo e per il perpetuarsi del 

diabete. L’instaurarsi del diabete inoltre, determina nel tempo lo sviluppo 

delle complicanze vascolari croniche che aumentano il rischio cardiovascolare 

dei pazienti con diabete [4; 5].  

Il T2DM è quindi una sindrome complessa con molti modelli eziopatogenetici 

proposti [Fig. 2]; questa condizione clinica è caratterizzata da interazioni tra il 
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patrimonio genetico dell’individuo e fattori di rischio ambientale (obesità, 

elevato apporto calorico e inattività fisica) [6]. 
 

 
Figura 2 - Interazione tra geni e fattori ambientali, nell’insorgenza del T2DM [6] 

 
Il controllo della glicemia nell’uomo quindi rappresenta un importante fattore 

di prevenzione nei confronti del diabete. Sono state descritte condizioni di 

pre-diabete che possono facilitare l’identificazione precoce dei soggetti a 

rischio, in grado di sviluppare la patologia; ad esempio in soggetti a rischio per 

lo sviluppo del diabete, un aumento della glicemia a digiuno (impaired fasting 

glucose, IFG) o una ridotta tolleranza al glucosio dopo carico orale di glucosio 

(impaired glucose tolerance, IGT), possono essere considerati fattori di rischio 

per lo sviluppo di diabete. 
Si rende quindi necessario attuale programmi di screening precoce, al fine di 

identificare i soggetti a rischio, il più precocemente possibile per evitare 

l’insorgenza delle complicanze cardiovascolari croniche. Ciò rappresenta un 

obiettivo delle società scientifiche internazionali e delle organizzazioni 

mondiali che si occupano di salute, al fine di ridurre la mortalità e la morbilità 

generale legata al diabete.  
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Nuovi aspetti della fisiopatologia del diabete 
 
Negli ultimi anni la fisiopatologia del diabete si è arricchita di nuove scoperte 

scientifiche e di nuovi aspetti fisiopatologici. In particolare la riscoperta 

dell’intestino come ghiandola endocrina e la conoscenza del ruolo degli 

ormoni gastrointestinali hanno riscritto le regole classiche dell’omeostasi glico-

metabolica dell’organismo. Il GLP-1 (Glucagon Like Peptide 1) in particolare 

ha fatto riscoprire nuovi obiettivi di terapia per il diabete. Le terapie 

disponibili in atto, basate sull’utilizzo di questo ormone gastro-intestinale, 

hanno permesso di rileggere anche i determinanti dell’iperglicemia nel 

diabete. Il soggetto con diabete mellito, infatti, oltre a mostrare un aumento 

non controllato della glicemia a digiuno e dopo carico di nutrienti, presenta 

alterazioni a carico di altri ormoni. Relativamente all’isola pancreatica, non 

solo l’insulina viene prodotta in maniera deregolata, ma anche gli altri ormoni 

prodotti dall’isola pancreatica risultano deregolati. Il principale ormone noto 

per essere deregolato in corso di diabete, oltre l’insulina, è il glucagone. Il 

glucagone è prodotto principalmente dalle cellule alfa pancreatiche. Questa 

popolazione cellulare per anni poco valutata e studiata, dopo l’avvento delle 

incretine nella pratica clinica diabetologica, è stata rivalutata. 

L’iperglugaconemia dei pazienti con diabete ad oggi rappresenta un obiettivo 

critico per curare il diabete. Lo studio della disfunzione della cellula alfa 

pancreatica è quindi a tutto diritto un obiettivo di studio per colmare le 

conoscenze mancanti della fisiopatologia del diabete. 

 
Isola pancreatica 
 
L’isola pancreatica è un organo centrale per la comprensione della patogenesi 

del diabete mellito. All’interno del pancreas esocrino dell’uomo sono presenti 

circa 2 milioni di isole, che rappresentano ognuna un organo endocrino 

indipendente, capace di riversare il prodotto della secrezione direttamente nel 

circolo generale. Le cellule che comprendono l’isola pancreatica sono le alfa, 
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le beta, le delta e le PP [7]. Ogni famiglia cellulare produce un ormone 

diverso. Per anni solo le beta cellule, e l’ormone da queste prodotto, l’insulina, 

sono state al centro dell’attenzione per la comprensione della fisiologia del 

diabete. Tuttavia, all’interno dell’isola, oltre alle beta cellule che costituiscono 

la quota più rappresentata (circa il 60-70% nell’uomo) [7], sono presenti 

anche le alfa cellule (circa il 25% della quota totale) che producono 

glucagone, le cellule delta (circa il 10% del totale) che producono 

somatostatina, e le cellule PP (meno dell’1%) che producono il polipeptide 

pancreatico. Benché l’esistenza di un ormone con caratteristiche opposte 

all’insulina fosse stata ipotizzata nel 1921 [8], epoca in cui Banting e Best 

eseguivano i loro primi esperimenti su cani resi diabetici, solo nel 1948 

Sutherland e de Duve [9] rilevarono che all’interno delle isole pancreatiche 

erano presenti le alfa cellule in grado di produrre glucagone, un ormone 

capace di indurre iperglicemia. Era già noto che l’isola pancreatica, fosse 

deputato non solo alla produzione di insulina, ma che anche  altri componenti 

in qualche modo fossero indispensabili per la normale omeostasi della 

glicemia [5]. Nel 1975, Unger e Orci [5], per primi, postularono l’ipotesi bi-

ormonale, secondo la quale le alfa cellule e le beta cellule, tramite la loro 

interazione sinergica, influenzavano e regolavano i normali livelli di glucosio 

nel sangue. Questa affascinante ipotesi negli anni successivi è stata in parte 

trascurata; solo negli ultimi anni un certo interesse è stato rivolto verso le alfa 

cellule. 

Nelle varie specie animali le quattro popolazioni cellulari all’interno dell’isola 

pancreatica presentano una distribuzione anatomica differente [10]. Se nelle 

isole dei roditori è possibile riconoscere un core centrale di beta cellule e un 

mantello periferico di cellule non beta, nell’uomo le cellule alfa, beta, delta e 

PP sono allineate lungo i vasi sanguigni senza preciso ordine [11]. Questa 

differente distribuzione potrebbe essere responsabile di un differente 

comportamento endocrino di questo organo; infatti, se nei roditori è possibile 

immaginare un effetto endocrino tra le cellule beta e le non beta, nell’uomo, 
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oltre all’effetto endocrino mediato dal flusso ematico, potrebbero esistere 

anche effetti paracrini o merocrini che renderebbero il sistema più complesso 

[12]. Negli ultimi anni, inoltre è stato evidenziato come le interazioni cellula-

cellula all’interno dell’isola rivestono un ruolo importante per la secrezione 

totale dei polipeptidi provenienti dall’isola e studi praticati in isole intere, o in 

isole disperse in singole cellule, mostrano profili secretori differenti, in 

particolare per quanto riguarda la secrezione di glucagone [13] 

Nella normale fisiologia, la secrezione di glucagone, rappresenta il più 

importante evento che accade in corso di ipoglicemia [14]. Livelli troppo bassi 

di glucosio infatti potrebbero rappresentare un pericolo per il sistema nervoso, 

poiché il cervello non è in grado di sintetizzare glucosio, né di depositarlo in 

grandi quantità, e per questo in condizioni fisiologiche l’azione delle alfa 

cellule si oppone a questa condizione. Quando i livelli di insulina determinano 

repentini abbassamenti della glicemia nel circolo sistemico, il glucagone e 

l’epinefrina vengono stimolati e la loro secrezione crea un nuovo equilibrio 

glicemico. Il glucagone determina a livello epatico glicogenolisi e 

gluconeogenesi; l’epinefrina aumenta il rilascio epatico di glucosio e rallenta 

l’utilizzazione dello stesso da parte del muscolo e del tessuto adiposo [15]. 

 

Meccanismo di secrezione 

È noto che la secrezione insulinica rappresenta un fenomeno dinamico; la 

secrezione dell’ormone avviene in maniera pulsante e multifasica. La beta 

cellula produce costantemente insulina con variazioni minime e continue che 

si potenziano in risposta ad un pasto. Studi in vitro e in vivo, con l’utilizzo di 

carico endovenoso di glucosio, hanno mostrato la presenza di almeno due fasi 

della secrezione: la prima fase, o fase acuta che avviene nei primi 5-10 minuti 

dallo stimolo acuto, e la seconda fase o fase tardiva più prolungata nel tempo 

[16]. Alcuni studi hanno evidenziato anche una terza fase della secrezione 

insulinica, che compare dopo 3-4 ore di stimolazione con glucosio, e che 

consiste in una riduzione della capacità secretoria di oltre il 50% rispetto ai 
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valori massimali (desensibilizzazione o refrattarietà). Questa cinetica della 

secrezione, presente in soggetti normali, è alterata nel diabete mellito [16-18]. 

Negli ultimi anni è emerso che la fase precoce è di fondamentale importanza 

per la normale omeostasi glucidica, e le sue alterazioni sono tipicamente 

associate al diabete mellito tipo 2, o comunque a condizioni di alterata 

tolleranza glucidica. Tuttavia i meccanismi che regolano queste fasi della 

secrezione insulinica sono ancora poco definiti. Molte sono le ipotesi, anche se 

non esiste una spiegazione univoca che possa permettere di interpretare tali 

fenomeni. I meccanismi che regolano la secrezione insulinica sono molteplici 

e ognuno dei punti del processo sembra un possibile nodo chiave. Da quando 

la beta cellula entra in contatto con il glucosio, o con altri stimolanti, vengono 

attivati una serie di processi metabolici che contribuiscono all’esocitosi del 

granulo secretorio [19]. Se consideriamo il glucosio, lo stimolante fisiologico, 

dalla sua interazione con il suo trasportatore, il GLUT-2, si attivano alcune 

tappe enzimatiche regolate dalla glucochinasi o dall’esochinasi, che tramite il 

metabolismo non ossidativo, conducono al mitocondrio. Qui tramite il 

metabolismo ossidativo viene prodotto ATP; il rapporto ATP/ADP 

determina la chiusura dei canali del K+ ATP-dipendenti, l’attivazione dei 

canali per il Ca2+ e, infine, l’esocitosi del granulo secretorio. Il pool di granuli 

secretori presenti in ogni singola beta-cellula non sembra essere un fattore 

limitante. Infatti, ogni beta-cellula possiede un numero di granuli che 

difficilmente può esaurire [20]. Tuttavia, non tutti i granuli presenti in una 

beta-cellula potrebbero essere rilasciati allo stesso momento. È necessario 

prima un processo di maturazione che sembra essere indispensabile per il 

processo di esocitosi.  

Sono stati identificati almeno tre pool differenti di granuli all’interno di ogni 

beta-cellula: un pool stabile che rappresenta il comparto maggiore con oltre 

l’80% dei granuli [21-23]; un pool di granuli ancorati e un pool di granuli 

rapidamente rilasciabili, che rispetto a quelli ancorati hanno subito un 

ulteriore passaggio di capacitazione che lo rende in grado di fondersi con la 
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membrana plasmatica e rilasciare il contenuto ormonale all’esterno. Il 

processo di capacitazione dei granuli è complesso e le vie non sono del tutto 

note. Esistono tuttavia evidenza a supporto di alterazioni a tali livelli; sono 

infatti note mutazioni a carico di proteine e molecole di ancoraggio che 

renderebbero meno efficaci i processi di fusione del granulo alla membrana e 

quindi di rilascio dell’insulina. 

 

Differenze e analogia tra alfa e beta-cellule 

Per quanto riguarda le alfa cellule, sembra che anche questa popolazione 

condivida alcuni apparati tipici della beta cellula. Alcuni di questi sembrano 

essere quasi sovrapponibili, altri invece hanno peculiarità tipiche di questo 

sistema cellulare. 

Esperimenti di patch-clamp in alfa-cellule isolate di varie specie animali 

hanno mostrato come, a differenza delle beta cellule, le alfa cellule mostrino 

un potenziale di membrana spontaneo [24]. Questa attività elettrica 

spontanea è stata anche dimostrata in alfa cellule presenti sulla superficie di 

isole di topo ancora intatte. Sulla superficie cellulare delle alfa cellule sono 

stati riscontrati differenti canali ionici in grado di influenzare l’attività elettrica 

di queste cellule. Esistono almeno quattro differenti tipi di canali per il 

potassio, almeno quattro tipologie di canali per il calcio voltaggio-dipendenti, 

canali per il sodio, per il cloro e per alcuni neurotrasmettitori quali il GABA 

[24]. 

Sembra tuttavia che il comportamento di questi canali sia differente se 

studiato in alfa cellule isolate o all’interno di un’isola pancreatica. 

Per quanto riguarda i canali per il potassio ATP-dipendenti, essi sembrano 

condividere numerose peculiarità funzionali con le beta cellule, ma anche con 

molti altri tessuti dell’organismo. Tuttavia seppure non sembri esistere una 

differenza in termini di densità per unità di superficie tra beta e alfa cellule, il 

loro comportamento risulta diverso. Nelle alfa cellule, i canali per il potassio 

ATP-dipendenti sembrano essere molto più sensibili all’ATP. Questa 
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differente sensibilità indica che sono necessarie concentrazioni di ATP molto 

basse per attivare la chiusura di questi canali, rispetto alle beta cellule. 

 

Alfa cellule 
La popolazione alfa cellulare all’interno dell’isola pancreatica rappresenta 

circa il 20% della quota cellulare totale. Le alfa cellule producono glucagone, 

un peptide di 29 aminoacidi, prodotto come pro-glucagone e processato 

successivamente in ormone attivo prima della secrezione finale. Fino al 1955 

l’esistenza di questo secondo ormone prodotto dall’isola pancreatica era stata 

solamente ipotizzata in seguito agli effetti iperglicemizzanti ottenuti in studi 

effettuati tramite la somministrazione di estratti pancreatici, in particolare da 

Kimball e Murlin. Questi autori ipotizzarono la presenza di un ormone 

distinto dall’insulina, in seguito chiamato glucagone, che determinasse 

iperglicemia transitoria dopo la somministrazione di estratti di insulina. Nel 

1957, Straub, purificò questo ormone e ne ottenne la sequenza per primo,  

descrisse inoltre la capacità di ripristinare l’effetto ipoglicemizzante ottenuto 

con l’insulina. Tuttavia a causa delle difficoltà di misurazione e dell’instabilità 

della molecola, le acquisizioni sono avvenute più avanti nel tempo, dopo 

l’avvento delle metodiche di dosaggio RIA. 

Nel corso degli anni è stato riscontrato che gli stimoli che inducono 

ipoglicemia sono in grado di stimolare la secrezione di glucagone e, inoltre, 

quando i livelli di glicemia aumentano, la secrezione di glucagone si riduce. 

Oggi sono noti gli stimoli in grado di indurre la secrezione di glucagone e le 

sostanze in grado di inibirne la produzione. Tra questi il glucosio riveste un 

ruolo importante: l’iperglicemia inibisce la secrezione, l’ipoglicemia la stimola. 

Tra gli stimolanti vanno citati gli aminoacidi, il piruvato, i polipeptidi 

gastrointestinali (GIP,VIP,CCK) e in particolare le catecolamine e tutto 

quello che riguarda la risposta a stimoli da stress; sembrano invece avere un 

ruolo inibente la secrezione gli acidi grassi liberi, i corpi chetonici, l’insulina, 

la somatostatina, il GLP-1 (glucagon-like peptide-1) [25]. Tuttavia tutti questi 
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fattori mostrano effetti diversi o addirittura opposti quando presenti in 

condizioni particolari. Per esempio è stato rilevato che il glucosio inibisce la 

secrezione di glucagone, quando però le alfa cellule dissociate dall’isola intera 

sono esposte a elevati livelli di glucosio, la loro capacità secretoria appare 

potenziata. Sembra quindi che, anche per le alfa cellule, così come per le beta, 

il ruolo endocrino dell’isola pancreatica e delle altre popolazioni cellulari 

presenti al livello dell’organo possa condizionare il risultato finale di tutta la 

popolazione cellulare che la compone. Le alfa cellule sembrano possedere 

molti dei sistemi e degli apparati tipici delle beta cellule. Se si analizza il 

processo embriogenico che porta alla produzione delle alfa e delle beta cellule, 

queste due distinte popolazioni condividono fasi differenziative comuni. Nelle 

fasi precoci di differenziazione, alcune cellule riescono a co-esprimere 

glucagone e insulina nello stesso momento. È probabile che per questo motivo 

l’apparato funzionale delle alfa cellule ricalchi in molti punti quello delle beta 

cellule. Le alfa cellule mature presentano canali di membrana simili alle beta 

cellule, e ancora più importante, sembra essere la presenza di un apparato di 

granuli molto simili alle beta cellule. 

Sulla superficie delle alfa cellule sono presenti almeno quattro differenti 

tipologie di canali per il potassio, almeno quattro differenti tipologie di canali 

per il calcio e inoltre canali per GABA, per il sodio e per il cloro [24]. Non 

molto è noto sulla peculiarità di questi canali e soprattutto sulla loro 

interazione. Tuttavia vi sono evidenze che almeno alcuni tipi di canali per il 

potassio, siano molti più sensibili ai livelli di ATP intracellulare, rispetto a 

quanto noto per le beta cellule. Nelle alfa cellule sembra essere necessario 

molto meno ATP per attivare i canali del potassio ATP-sensibili. Inoltre 

anche la loro sensibilità si esaurirebbe con molta più velocità rispetto alle beta 

cellule. Questa differenza pare essere confermata dal differente potenziale di 

membrana che nelle beta-cellule è -40mV, mentre nelle alfa cellule il 

potenziale di attivazione registrato si colloca intorno a -60mV. Probabilmente 

l’azione coordinata dei molti canali presenti sulla superficie rendono più o 



	
   16	
  

meno polarizzate le membrane. Per il resto le due popolazioni cellulari 

condividono in maniera sorprendente molti aspetti del processo secretorio. 

Anche per le alfa cellule l’ingresso del calcio, determina secrezione di 

glucagone, anche se il potenziale è spostato da -60 a -30 mV. Rivedendo 

l’organizzazione della beta cellula, emerge come anche le alfa possiedono 

un’unità glucosensoria composta da GLUT e glucochinasi; tuttavia il 

trasportatore qui presente è l’isoforma 1. Il GLUT-1 ha bassa capacità di 

trasporto rispetto al 2, e in assoluto è poco presente sulla membrana rispetto 

al corrispettivo sulla beta cellula, determinando un minore trasporto di 

glucosio all’interno della cellula. Questo suggerisce che il trasporto del 

glucosio per l’alfa cellula non deve essere un fattore limitante per la funzione. 

Il metabolismo del glucosio sembra essere tra il 60 e l’80% inferiore rispetto 

alla beta cellula, e di conseguenza la generazione di ATP risulta inferiore. 

Tuttavia come già detto, i canali per il potassio, al contrario, risultano molto 

più sensibili alle perturbazioni dei livelli di ATP [26]. Va precisato inoltre che 

probabilmente il piruvato, che origina dal metabolismo muscolare durante 

l’esercizio fisico, potrebbe contribuire all’aumento della quota metabolica che 

arriva al mitocondrio per essere scissa dalla catena respiratoria generando 

ATP. Ricordiamo, infatti, che il piruvato sembra stimolare la secrezione di 

glucagone, mentre non ha alcun effetto sulla secrezione insulinica. Come per 

le beta cellule, anche per le alfa il contenuto di calcio intracellulare sembra 

indispensabile per l’esocitosi dei granuli [24]. Nelle alfa cellule, dopo la 

depolarizzazione della membrana, il calcio entra rapidamente attraverso 

canali specifici. I canali per il calcio identificarti per l’esocitosi sembrano 

essere almeno di due tipi; il tipo N, più importante per la secrezione basale o 

tonica dell’ormone e il tipo L importante per le secrezioni acute. Quando 

questi canali si chiudono, l’esocitosi si blocca. Inoltre pare che un ruolo 

importante per l’esocitosi, lo rivestono i livelli di AMPc; questo nucleotide non 

potenzia la secrezione, ma sembra che velocizzi la mobilizzazione dei granuli, 

dal comparto del pool stabile alla membrana. Tuttavia è stato visto come 
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durante la mobilizzazione dal comparto centrale alla periferia da parte 

dell’AMPc, i granuli non si spostano casualmente verso la membrana, ma 

seguono un preciso percorso che li porta in prossimità dei canali del calcio di 

tipo L. Si potrebbe quindi ipotizzare che i granuli, sinora descritti come 

dispersi in pool stabile e in pool localizzati in prossimità della membrana, 

possano essere divisi in granuli posti vicino ai canali del calcio di tipo L 

(secrezione acuta) e granuli presenti in vicinanza dei canali per il calcio di tipo 

N (secrezione tonica) [24]. 

Da quanto qui esposto, è possibile immaginare anche un effetto sulle alfa 

cellule di alcuni farmaci in grado di stimolare la secrezione insulinica. È noto 

infatti che la tolbutamide e la glibenclamide, tramite l’interazione con i canali 

del potassio ATP-dipendente, sono in grado di stimolare la secrezione di 

glucagone almeno nelle alfa cellule isolate. Questo naturalmente può apparire 

paradossale, tuttavia esistono dati a conferma di questa ipotesi, seppur non 

tutti univoci. Di certo, anche per quest’aspetto, non si può non tenere in 

considerazione il ruolo dell’isola pancreatica e delle azioni endocrine o 

paracrine del complesso apparato cellulare; il risultato finale sicuramente 

risulta da tutte le interazioni cellulari dell’isola e dal prodotto dei vari ormoni 

che stimolano o inibiscono le cellule vicine [27]. 

 

Ruolo dell’insulina sull’alfa cellule 

L'insulina è un ormone secreto dalle cellule β del pancreas endocrino in 

risposta all’elevata concentrazione di glucosio nel sangue e possiede un effetto 

inibitorio paracrino sulle cellule alfa [28]. Recenti indagini hanno fornito una 

certa comprensione del meccanismo con cui l'insulina inibisce la secrezione del 

glucagone grazie al legame con il suo recettore presente sull’alfa cellula. La 

trascrizione del recettore insulinico è abbondante nelle α cellule di ratto e 

risulta simile ad un altro importante tessuto target dell’insulina, come il fegato 

[29]. I recettori per l'insulina sono espressi anche nelle cellule αTC1 clone 6 

(linea di glucagonoma di topo) e la secrezione di glucagone diminuisce con 
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l'aggiunta di insulina [30]. L'insulina inibisce temporaneamente l'attività 

elettrica e la secrezione di glucagone nelle α cellule isolate di ratto, molto 

probabilmente grazie all’attivazione del segnale intracellulare che a sua volta 

innesca l'attivazione dei canali K+ sensibili all’ATP (canali KATP), culminando 

nella iperpolarizzazione della membrana [31]. È stato riportato che l'insulina 

attiva i recettori GABAA nelle α-cellule attraverso la via di AKT, ciò determina 

l’iperpolarizzazione della membrana nelle alfa cellule e la soppressione  della 

secrezione di glucagone [32]. Il contributo relativo dell’attivazione dei canali 

KATP, la traslocazione del recettore GABAA e l'attivazione dell’inibizione 

indotta dall’insulinica sul rilascio del glucagone non è attualmente chiara.  

	
  
Controllo Paracrino delle α-cellule 
 
Nonostante la patogenesi del T2DM si focalizza principalmente sull’insulino-

resistenza e sulla disfunzione delle β-cellule, l’aumento improprio della 

secrezione da parte delle α-cellule e la conseguente iperglucagonemia è da 

tempo riconosciuta come un importante fattore nell’iperglicemia diabetica. 

Le elevate concentrazioni plasmatiche di glucagone a digiuno, la mancata 

soppressione del glucagone glucosio-indotta ed il mancato coordinamento tra 

la secrezione di insulina e di glucagone nel periodo postprandiale, sono 

condizioni presenti nei pazienti con T2DM. Questi aspetti sono alla base di 

linee di ricerca recenti, nel tentativo di comprendere le basi molecolari ed 

ormonali che contribuiscono all’iperglicemia, alla luce dei nuovi ormoni 

intestinali noti.  

La perdita di questo cross-talk tra β e α-cellule potrebbe essere una 

disfunzione primaria rispetto alla riduzione della secrezione di insulina, e 

questa alterazione potremmo considerarla alla base dell’iperglucagonemia 

tipica del paziente diabetico [33]. 

In condizioni normoglicemiche, durante l’iperglicemia post-prandiale, la 

secrezione delle δ e delle β-cellule pancreatiche è stimolata dalla presenza di 

glucosio, queste cellule producono fattori paracrini (somatostatina e insulina) 
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che inibiscono la secrezione di glucagone da parte delle α-cellule, come 

dimostrano anche studi in cui l’attivazione selettiva delle β-cellule causa 

l'inibizione della secrezione di glucagone [34].  

Questa inibizione avviene mediante il legame dell'insulina con il suo recettore, 

presente sulla superficie della membrana della α-cellule [35; 36].  

Il recettore insulinico, è un eterotetramero trans-membrana, costituito da 

due sub-unità α extracellulari, bersagli dell'insulina, legate con ponti disolfuro 

a due sub-unità β intracellulari con attività tirosin-chinasica.  

L’insulina si lega alle sub-unità α e stimola l’autofosforilazione dei residui 

tirosinici della sub-unità β, che determinano la fosforilazione dei substrati 

intracellulari che appartengono alle vie del recettore insulinico. Alla via 

metabolica appartengono le proteine IRS-1, PI-3-K e AKT, mentre alla via 

proliferativa appartengono le proteine IRS-2 e MAPK. Questa via, 

comunemente nota coma le via di MAPK, è nota per essere in grado di 

attivare nelle cellula alfa pancreatiche fattori di trascrizione nucleari. Tra i 

tanti, l’espressione di PAX6, un importante fattore trascrizionale implicato 

nella differenziazione delle α-cellule e nella trascrizione del gene del 

glucagone, e ciò sembra legare il segnale insulinico e la funzione delle cellule 

alfa.  

Le alterazioni della trasduzione di questi segnali, determinata dalle condizioni 

di iperglicemia, iperlipemia e lo sviluppo conseguente di insulino-resistenza, 

potrebbero essere coinvolte nell’alterazione dell’attività funzionali e 

proliferative delle α-cellule e potrebbero essere alla base della 

iperglucagonemia nel diabete.  
 
Ruolo del GABA nel T2DM 
 
Come esposto in precedenza l’insulina non è l'unico regolatore della 

secrezione di glucagone all'interno dell’isola pancreatica: la secrezione di 

glucagone è regolata in maniera autocrina e paracrina da numerosi fattori, 

come il GABA prodotto e secreto dalle β-cellule [37, 38], il glutammato 
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prodotto dalle stesse α-cellule [11], la somatostatina [39, 40], le incretine [41, 

42] e la ghrelina [43, 44]. 

In condizioni normoglicemiche, l'insulina è il fattore predominante nella 

soppressione della secrezione di glucagone; l’insulina agisce attraverso 

l’interferenza diretta sull’attività dei canali KATP, e sul potenziale di 

membrana delle α-cellule pancreatiche, che è regolato mediante l'attivazione 

indotta da insulina sul recettore per l'acido γ-aminobutirrico di tipo A 

(GABAAR) che causa iperpolarizzazione della membrana, blocco della 

trascrizione del glucagone e soppressione dell’esocitosi delle vescicole 

contenenti l’ormone [45]. L’insulina, in cooperazione con il GABA, inibisce la 

secrezione di glucagone mediante la fosforilazione delle subunità β del 

GABAAR, attivata della proteina chinasi B (o Akt), proteina chiave nel segnale 

insulinico, questa probabilmente mediante modifiche indotte sui filamenti di 

actina e tubulina del citoscheletro, permette la traslocazione dei recettori 

GABAAR dal pool intracellulare alla superficie cellulare. Il conseguente 

aumento dell'espressione di GABAARs sulla superficie delle α-cellule permette 

l’ingresso di Cl- con conseguente iperpolarizzazione della membrana associata 

alla chiusura dei canali del Ca2+voltaggio-dipendenti (VDCC) e soppressione 

della secrezione di glucagone [37]. 

Nelle β-cellule invece, il GABA induce effetti trofici dovuti al legame con il 

suo recettore metabotropico (GABABR) e depolarizzazione della membrana 

mediante il legame con il recettore ionico (GABAAR) che è causa 

dell’aumento della secrezione di insulina, al contrario delle α-cellule dove 

invece induce iperpolarizzazione [37].  

In studi condotti su isole di ratto isolate, si è visto che il trattamento con 

normali livelli di glucosio, risulta in grado di inibire la secrezione di 

glucagone. Bloccando in maniera selettiva il segnale insulinico e la via di AKT 

la capacità di risposta secretoria e la produzione di glucagone aumenta. 

Queste evidenze indicano come il segnale insulinico IR-Akt sia legato al 

segnale GABA e come il GABAAR sia fondamentale nella regolazione della 
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secrezione di glucagone [37]. Questi risultati forniscono quindi un nuovo 

meccanismo molecolare, mediante il quale la secrezione di glucagone 

glucosio-indotta possa essere mediata dalla via paracrina, insulina - Akt - 

GABAAR.  

Difetti di questa vie molecolari intracellulari, dovute all’instaurarsi delle 

condizioni di insulino-resistenza, nelle α-cellule pancreatiche potrebbero 

spiegare l’iperglucagonemia e l’iperglicemia riscontrata nei pazienti con 

T2DM [37,46]. 

 

Sistema Gabaergico 

Acido γ-aminobutirico 

 
Figura 4 – Acido 4-aminobutanoico o Acido Gamma Aminobutirrico (GABA) 

Il GABA o acido γ-aminobutirrico [Fig. 4] è il principale neurotrasmettitore 

inibitorio del sistema nervoso centrale (SNC) dei mammiferi. Circa il 20 - 

50% di tutte le sinapsi utilizza questo neurotrasmettitore [47], al di fuori del 

sistema nervoso il GABA si comporta come un ormone o come fattore trofico 

[48]. È formato per decarbossilazione dell’acido glutammico, [Fig. 5] operata 

da due forme enzimatiche di glutamato decarbossilasi GAD65 e GAD67, a 

livello dei terminali sinaptici [49]. 

 

Figura 5 – Biosintesi del GABA a partire dall’Acido Glutammico 
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Il GABA viene poi degradato ad opera dell'enzima GABA α-chetoglutarato-

transaminasi (GABA-T) che catalizzando sulla molecola una reazione di 

deaminazione ossidativa dà come prodotto la semialdeide succinica; questa 

viene successivamente ossidata ad opera della semialdeide succinato 

deidrogenasi NAD-dipendente ad acido succinico [Fig. 6], intermedio del 

ciclo di Krebs. Il gruppo aminico viene trasferito dalla GABA-T ad una 

molecola di α-chetoglutarato per formare nuovamente l’acido glutammico, 

che viene riutilizzato per la sintesi di nuovo GABA. Il GABA-T e la 

semialdeide succinato deidrogenasi si trovano sempre legati ai mitocondri non 

solo nell’assone terminale ma anche nelle strutture postsinaptiche. 

 

 

Figura 6 – Degradazione del GABA ad Acido Succinico. 

Il neurotrasmettitore viene depositato all’interno di vescicole sinaptiche 

(mediante il trasportatore VGAT) e rilasciato attraverso un meccanismo di 

esocitosi Ca2+ dipendente [50, 51]. Sono state osservate delle forme di rilascio 

non vescicolare (attuate sempre da VGAT ma con trasporto opposto) e questo 

è particolarmente importante durante lo sviluppo fetale [52, 53]. Nelle sinapsi 

l’azione del GABA è terminata dalle proteine di reuptake (Trasportatori del 

GABA Na+ / Cl- dipendenti o GAT 1-4) presenti nelle membrane 

citoplasmatiche dei neuroni e delle cellule gliali circostanti [51]. 

Recettori Gabaergici 

Vari studi elettrofisiologici e biochimici hanno dimostrato l'esistenza di due 

differenti recettori che rispondono all’acido γ-aminobutirrico: i recettori 
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ionotropici, che comprendono i recettori GABAA e GABAC (detto anche 

GABAρ perché formato da subunità omo-oligomeriche di tipo ρ), e i recettori 

metabotropici accoppiati a proteine G, GABAB, che differiscono fra loro per 

profilo farmacologico, struttura molecolare e meccanismo di trasduzione del 

segnale. 

 

Recettore GABAA 

Il recettore GABAA è un canale ionico, permeabile principalmente allo ione 

cloruro (Cl-) e leggermente permeabile allo ione HCO3- [54], è il principale 

sito d’interazione del neurotrasmettitore GABA e questa permeabilità è 

controllata attraverso l’interazione del GABA con il suo sito di riconoscimento 

[55, 56]. Appartiene alla classe dei recettori ionotropici o canali ionici che 

rispondono al ligando, e sulla base della propria struttura proteica, è parte 

della superfamiglia dei recettori Cys-loop; a questa famiglia appartengono 

anche, i recettori nicotinici neuronali e muscolari, i recettori glicinergici, i 

recettori serotoninergici 5-HT3 e i recettori ZAC per lo Zn2+ [57]. Le altre 

famiglie di recettori ionotropici sono costituite da: recettori glutammatergici 

AMPA, NMDA e Kainato, recettori CNG per i nucleotidi ciclici cAMP e 

cGMP e dai recettori per le purine P2X. 

Il recettore GABAA è una proteina multimerica (etero-pentamerico) formata 

da cinque sub-unità glicoproteiche presenti in un rapporto stechiometrico 

preciso: 2α, 2β e una sub-unità di diverso tipo, che è differente secondo il 

tessuto in cui è espresso il recettore [58]; queste sub-unità impari possono 

essere di diverso tipo (γ, δ, ε, θ, ρ e π) [54, 58]. Le diverse sub-unità espresse 

hanno elevata similitudine nella loro struttura primaria oltre che nella loro 

topologia trans membrana.) Le sub-unità recettoriali sono formate da un 

esteso dominio amminoterminale idrofilico extracellulare, quattro domini (M1 

- M4) trans membrana con forma di α elica)e, un esteso dominio 

citoplasmatico formato da un loop intracellulare di 13 residui amminoacidici 

localizzato tra M3)e M4 [Fig. 7] [59, 60], che contiene le sequenze consenso 
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per la fosforilazione operata da chinasi Ser/Thr- e Tyr-dipendenti [61]. 

Questa struttura si ritrova in tutti i membri della superfamiglia dei recettori 

Cys-loop [62, 63].  

 

Figura 7 - Struttura del complesso glicoproteico che forma il canale per il Cl- (http://medicinapertutti.altervista.org/) 

Nel corso degli ultimi anni attraverso analisi dell’mRNA sono state 

identificate, diverse classi di sub-unità (α, β, γ, δ, ε, π, ρ e θ) nel SNC dei 

mammiferi [64]. Queste presentano tra loro il 30-40% di omologia nella loro 

sequenza amminoacidica e si ritiene siano derivate da un comune gene 

ancestrale [55, 56, 59]. Nel recettore GABAA esistono 19 isoforme delle 

diverse sub-unità, che sono state raggruppate in otto sottoclassi, per omologia 

della sequenza amminoacidica: α1−6, β1−3, γ1−3, δ, ε, π, θ e ρ1−3 [57], codificate 

da geni distinti e localizzati su differenti cromosomi [65, 66], con un alto 

grado d’omologia (70-)80%) fra le diverse isoforme [67]. Inoltre meccanismi di 

splicing e di editing dell’RNA promuovono l’espressione di altre sub-unità 

[68]. ) 

Studi d’immunoistochimica e di ibridazione molecolare in situ hanno 

mostrato come le diverse combinazioni recettoriali differiscono in modo 

marcato, per la loro sensibilità al GABA, )per la co-operatività dell’azione del 

GABA (indicata dal coefficiente di Hill), per la differente conduttanza a livello 

dei singoli canali e per la loro sensibilità ai diversi modulatori allosterici [69]. 
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Struttura del recettore GABAA 

Il complesso recettoriale macromolecolare GABAA è un canale ionico formato 

dall’appaiamento delle seconde porzioni trans membrana M2, le α-eliche di 

queste porzioni presentano estroflessioni amminoacidiche idrofobiche non 

cariche che formano le pareti del canale, alle quali si aggiungono a varie 

altezze, gruppi di tre anelli amminoacidici selettivi per gli ioni Cl-, il primo e il 

terzo sono carichi e il secondo è neutro. Completa il canale, un’estroflessione 

della sub-unità α1 che lo chiude quando questo ha conformazione inattiva 

[70]. Le altre quattro porzioni (M1, M3, M4 e M5) circondano la sub-unità M2 

e mediano le interazioni con la membrana e con le molecole presenti nei 

liquidi intra ed extra cellulari [71]. Le varie sub-unità sono unite mediante 

forze non covalenti e sono disposte attorno ad un asse centrale, 

perpendicolare alla superficie della membrana cellulare [72]. 

Il recettore GABAA è modulato da una serie di composti che si vanno a legare 

nelle diverse cavità, localizzate sulla porzione del recettore che si trova sulla 

parte esterna della membrana cellulare [73]: 

 

1) Sito di legame per il GABA, per i farmaci GABA mimetici (muscimolo) e 

GABA-antagonisti (bicucullina). Questo sito di legame è situato sulla 

sub-unità β del complesso macromolecolare.  L'interazione con il GABA 

o con un GABA mimetico si traduce nell'apertura del canale ionico con 

conseguente iperpolarizzazione della membrana. La bicucullina blocca 

con meccanismo competitivo l'interazione GABA-recettore [74]. 

 

2) Sito di legame per le benzodiazepine ed altre molecole benzodiazepino-

mimetiche (imidazopiridine, triazolopiridine, β -carboline). Questo sito è 

posto tra le sub-unità α e γ ed è riconosciuto anche da ligandi ad azione 

agonista inversa (β-carboline) cioè molecole capaci di ridurre 

l'interazione del GABA col proprio sito di riconoscimento [75]. Il sito di 
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legame delle benzodiazepine è riconosciuto anche da farmaci antagonisti 

competitivi (flumazenil), privi di attività intrinseca ma capaci di 

antagonizzare sia l'azione degli agonisti che quella degli agonisti inversi.  

Questo sito, ha la capacità di mediare effetti opposti (ansiolitico-

ansiogenico; anticonvulsivante-convulsivante; ipnotico-sonnolitico) 

quando viene attivato rispettivamente dagli agonisti o dagli agonisti 

inversi. Questi effetti opposti sono dovuti alla modulazione allosterica 

dell'interazione del GABA col proprio sito di riconoscimento 

(facilitazione per gli agonisti, inibizione per gli agonisti inversi) e la 

conseguente attivazione o riduzione di attività del canale ionico [76]. 

 

3) Il recettore GABAA è un importante sito d'azione per i neurosteroidi; 

questi si comportano da modulatori allosterici a basse concentrazioni e 

da agonisti ad alte concentrazioni. I neurosteroidi sembrano possedere 

dei siti di legame specifici a livello del canale ionico [77].  

 

I siti di legame per il GABA, per le benzodiazepine, per i barbiturici e per gli 

steroidi [Fig. 8], pur essendo entità distinte sono legati tra loro in modo 

funzionale: l'attivazione e l'inibizione di uno di questi siti da parte di uno 

specifico agonista o antagonista determina una variazione nella capacità degli 

altri siti ad interagire con i propri ligandi.  
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Figura 8 - Struttura 3D del recettore GABAA e vari siti di interazione [78] 

 
 
Il risultato è una modulazione positiva (facilitazione) o negativa (inibizione) 

dell'attività del recettore-canale. 

Inoltre le molteplici sub-unità, le loro possibili combinazioni e la varietà della 

loro distribuzione nei mammiferi, suggeriscono che differenti sottopopolazioni 

di recettori possono controllare funzioni diverse e presentare differente 

sensibilità all’azione dei farmaci. Questo può portare in futuro allo sviluppo di 

farmaci capaci di intervenire in modo selettivo sulle differenti funzioni del 

sistema gabaergico [74, 81].  

Recettore GABAB 

I recettori metabotropici GABAB, sono recettori accoppiati a proteine G, sono 

attivati selettivamente dal baclofene e, al contrario dei recettori GABAA, sono 

insensibili a bicucullina e muscimolo [81, 61]. Sono composti da due sub-

unità fondamentali B1 e B2 [79] e hanno azione lenta e prolungata accoppiata 

ad attività sui canali del Ca2+ e del K+.  

La funzione principale dei recettori GABAB a livello presinaptico è quella di 

autoregolare il rilascio di GABA. Quando questi recettori sono attivati dal 

legame con il GABA reprimono il flusso intracellulare di Ca2+, inibendo cosi il 

rilascio del neurotrasmettitore e del glutammato a livello postsinaptico. 
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L’attivazione del recettore GABAB a livello postsinaptico causa invece 

l’apertura dei canali del K+, che causa iperpolarizzazione della membrana, 

con conseguente riduzione dell’attività dell’adenilato ciclasi. Ciò previene 

l’apertura dei canali del Na+ e dei canali del Ca2+ voltaggio-dipendenti [79]. 

Recettori GABAC o GABAρ 

Il recettore GABAC è un recettore ionotropo permeabile al Cl-, venne 

considerato inizialmente come una sottopopolazione dei recettori GABAA, 

con  struttura omomerica, in quanto costituita solo dalla sub-unità ρ [81]. Si è 

deciso di considerarli indipendenti poiché le sub-unità ρ non sono mai state 

trovate sui recettori GABAA [80]. Sono stati localizzati nella retina [81], dove 

sono coinvolti nella fotorecezione e inoltre sono espressi sulla membrana delle 

cellule bipolari. Diversamente dai recettori GABAA, questi sono insensibili alla 

bicucullina e al baclofen, ma sono molto sensibili al blocco da parte della 

picrotossina [80]. 

Le Incretine 

Nell’uomo l’assunzione di glucosio per via orale, causa una maggiore 

secrezione insulinica rispetto alla somministrazione delle stesse quantità di 

glucosio per via endovenosa. Questo fenomeno, noto come “effetto 

incretinico” è responsabile di quasi il 70% della secrezione postprandiale 

d’insulina, ed è dovuto all’azione di ormoni gastrointestinali, prodotti 

dall’intestino e rilasciati in circolo dopo un pasto. 

Nei pazienti con T2DM l’effetto incretinico è ridotto [82] e i meccanismi 

molecolari responsabili di quest’alterazione sono sconosciuti e non si è ancora 

stabilito se sono genetici o secondari a difetti acquisiti.  

Sebbene l’identificazione degli ormoni gastrointestinali, in grado di 

influenzare i livelli di glucosio nel sangue, risalga al 1932, l’introduzione della 

loro definizione come INtestine seCREtion INsulin, risale al 1978. 
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Il primo ormone incretinico ad essere individuato è stato il GIP (Gastric 

Inhibitory Polypeptide) un ormone di 42 aminoacidi rilasciato dalle cellule K, 

localizzate prevalentemente nel duodeno, solo nel 1987, invece, sono state 

identificate le L cellule intestinali ed è stato scoperto il loro prodotto, l’ormone 

GLP-1 [83, 84]. 

Il GLP-1 è un prodotto di clivaggio dal gene del proglucagone [Fig. 9], che 

non è espresso solo nelle α cellule pancreatiche, ma anche nelle cellule L della 

mucosa intestinale [85], così come in certi neuroni del tronco cerebrale [86].  
 

 
Figura 9 - Processamento del proglucagone nel pancreas, nel SNC e nel GUT [86]. 

 
Dati ottenuti in vitro e su modelli animali hanno dimostrato che il GLP-1 ha 

azione trofica e anti-apoptotica sulle β cellule, inoltre in soggetti non diabetici 

ai quali è stato somministrato GLP-1, si è osservato un aumento della 

secrezione di insulina. 

Nel T2DM l’effetto incretinico è ridotto, e ciò è dovuto probabilmente alla 

diminuzione dell’azione stimolatoria del GLP-1 sulla secrezione di insulina e 

alla contemporanea perdita dell’azione inibitoria sulla secrezione di glucagone 

[87], anche se la perdita dell’effetto incretinico sembra essere secondaria alle 

alterazioni glicemiche o all’insulino-resistenza presenti in questi pazienti; e ciò 

indica la probabile reversibilità del fenomeno [88]. Queste evidenze pongono 
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quindi le basi per lo studio delle L cellule intestinali come componenti 

importanti nella patogenesi del T2DM e come possibile target terapeutici. 
 
Effetti del GLP-1 
 
Il GLP-1 attivo è sintetizzato nelle L cellule intestinali in 2 forme principali, il 

GLP-1 (7-36) ammide e il GLP-1 (7-37). Gli studi iniziali sull’attività biologica 

del GLP-1 utilizzavano la molecola intera (forme estese del GLP-1 7-37 e 7-36 

amide) che però è priva di attività biologica.  

Nel 1987, gruppi di ricerca indipendenti hanno dimostrato come la rimozione 

dei primi 6 aminoacidi determina la formazione di una molecola con attività 

biologica, associata alla secrezione di insulina. 

La maggior parte di GLP-1 circolante biologicamente attivo, si trova sotto 

forma di GLP-1 (7-36) ammide, mentre sono poche le quantità rilevabili della 

forma attiva GLP-1 (7-37) [89]. L’emivita del GLP-1 attivo è molto breve (≅ 2 

minuti); una volta secreto, l’ormone è rapidamente degradato dalle 

Dipeptidil-peptidasi-4 (DPP-IV) [90], serino-proteasi ubiquitarie [91, 92] che 

clivano specificamente il GLP-1 in corrispondenza di un’alanina 

nell’estremità amino terminale, trasformandolo in GLP-1 (9-37) o GLP-1 (9-

36) ammide[93]. È stato stimato che solo il 10-15% della forma attiva secreta 

passa nel sistema circolatorio.  

Le DPP-IV sono espresse sulle membrane di molte cellule, come linfociti, 

enterociti, fegato, polmoni, e producono metaboliti derivati dalle molecole 

originali, la cui funzione è in fase di valutazione. 

L’attività biologica del GLP-1 si espleta in molti sistemi e apparati: nelle β 

cellule (Fig. 10), il GLP-1 lega il suo recettore (recettore a sette domini trans-

membrana, accoppiato a proteina Gs), causando l’aumento dei livelli di AMP 

ciclico (cAMP), e contribuendo così alla secrezione insulinica [94]; inoltre il 

GLP-1 regola l'inibizione della secrezione di glucagone (preservando però la 

risposta dell’ormone in caso di ipoglicemia), la velocità di svuotamento 
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gastrico, e la stimolazione del senso di sazietà, inoltre sembra avere attività sul 

SNC. [95, 96]. 

Il recettore del GLP-1 (GLP-1R) è espresso nel cervello, nell’apparato 

gastrointestinale, nei reni, nei polmoni; si discute invece se il GLP-1R sia 

presente sulle α cellule pancreatiche. Recentemente tuttavia, la possibilità di 

utilizzare anticorpi monoclonari contro il GLP-1R ha dimostrato come le 

cellule alfa, o alcune sottopopolazioni dell’isola pancreatica possiedono GLP-

1R. Il GLP-1R è stato trovato in line immortalizzate e nelle alfa cellule [86]. 

Inoltre, evidenze ottenute in soggetti con T1DM, privi di attività β cellulare 

residua, l’effetto inibitorio del GLP-1 sulla secrezione di glucagone è 

mantenuto. In questi soggetti quindi l’azione del GLP-1 appare diretta sulle 

alfa cellule pancreatiche [100]. 

L’attivazione del GLP-1R nelle beta cellule pancreatiche causa l’aumento dei 

livelli di cAMP e questo porta all’innesco della cascata di PKA (protein 

chinasi A), del fattore Epac2 (o cAMP-GEFII) che è in grado di causare 

chiusura dei canali KATP , con conseguente depolarizzazione della membrana, 

apertura dei canali VDCC e degranulazione delle vescicole contenenti 

insulina. Attraverso queste vie molecolari sono state descritte attivazioni di vie 

che determinano proliferazione [98] e inibizione dell’apoptosi nelle β cellule 

[99] con potenziamento della trascrizione del gene dell’insulina [95]; nelle 

cellule alfa pancreatiche invece queste vie determinano inibizione della 

secrezione di glucagone [99].  
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Figura 10 - Effetto del GLP-1 sulla β cellula pancreatica [101] 

 
 
 
 

 
Figura 11 – Fisiologia e meccanismo d’azione degli ormoni incretinici [101] 
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Analizzando questi dati si evince chiaramente l’importanza dell’asse 

incretinico sulla patogenesi del diabete e delle sue complicanze; le incretine 

svolgono funzioni critiche per l’omeostasi glicemica del soggetto sano e la loro 

alterazione nel paziente diabetico contribuisce in maniera rilevante alla 

mancata omeostasi glicemica. 

 

Analoghi Strutturali del GLP-1 
 
Negli ultimi anni, la ricerca scientifica ha prodotto risultati notevoli 

riguardanti l’utilizzo degli ormoni incretinici nella terapia del T2DM. 

L’utilizzo di analoghi strutturali del GLP-1 (liraglutide, albiglutide, 

semaglutide, taspoglutide, dulaglutide), di farmaci incretino mimetici 

exendina-simili (exenatide, exenatide LAR, lixisenatide) e di inibitori delle 

DPP-IV (sitagliptin, vildagliptin, saxagliptin, alogliptin, dutogliptin, 

linagliptin) nella terapia diabetica nella pratica clinica e per alcuni dei prodotti 

citati in fase pre-clinica, riveste molta importanza nel migliorare il compenso 

glicemico agendo da un punto di vista diverso rispetto alle terapie classiche in 

nostro possesso. [Fig. 12 e 13].  
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Figura 12 - Analoghi Strutturali del GLP-1 [102] 

 
 

 

 
 

Figura 13 – Gliptine [103] 
 

 
 

 



	
   35	
  

Scopo del Lavoro 
 

Lo scopo del mio lavoro ha avuto come obiettivo lo studio delle alfa cellule 

pancreatiche dal punto di vista funzionale, in condizioni normali e in corso di 

lipotossicità. È noto, infatti, come i pazienti con diabete di tipo 2 presentano 

comunemente elevati livelli plasmatici di acidi grassi [104, 105] e questi sono 

responsabili in parte della ridotta sensibilità all’insulina dei tessuti. È stato 

dimostrato che gli acidi grassi liberi, ed in particolare il palmitato, sono in 

grado di determinare danno alle beta cellule pancreatiche e alterazioni della 

sensibilità insulinica a livello generalizzato. Gli effetti del palmitato sulle 

cellule alfa pancreatiche sono poco noti. Secondo la nostra ipotesi il palmitato 

potrebbe determinare insulino resistenza specifica a livello delle alfa cellule 

pancreatiche e questa alterazione molecolare potrebbe essere alla base della 

iperglucagonemia che si riscontra nei pazienti con diabete. Secondo quando 

esposto sopra noi riteniamo inoltre che queste alterazioni del segnale 

insulinico indotto dal palmitato potrebbero determinare riduzione della 

attivazione di AKT e potrebbero deteminare quindi alterazioni della via del 

recettore GABAA. Secondo la nostra ipotesi quindi, la riduzione di espressione 

del GABAAR, causato dall’insulino resitenza intracellulare, potrebbe essere 

prevenuto o revertito dall’utilizzo di GLP-1. 

 

Per questo studio quindi abbiamo utilizzato un modello di alfa cellule 

pancreatiche esposte in maniera prolungata al palmitato. In questo modello in 

presenza o in assenza di GLP-1 o di suoi analoghi abbiamo studiato la via 

intracellulare del segnale insulinico, l’espressione del recettore GABAA ed il 

comportamento secretorio dell’alfa cellula pancreatica.  

 

Il modello cellulare utilizzato, cellule αTC-1 clone 6 è ampiamente usato in 

letteratura per studiare la secrezione di glucagone e rappresenta un modello 

validato per lo studio in vitro delle cellule pancreatiche [106-108]. 
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Figura 14 – Rappresentazione grafica dell’attività del GABAAR [37] 

	
  

Materiali e Metodi 

Linea cellule a-TC1 e condizioni di coltura 

Per gli esperimenti di questa tesi è stata utilizzata la linea cellulare Alpha TC1 

(clone 6), acquistata dall’American Type Culture Collection (ATCC). Queste 

cellule sono alfa cellule pancreatiche clonate da una linea originale murina 

(AlphaTC1), derivate da un adenoma indotto su topi trans-genici infettati con 

virus SV40 sotto il controllo del promotore del gene del pro-glucagone di 

ratto. Anche se la linea cellulare α-TC1 produce glucagone, una certa 

quantità di insulina e l’mRNA della preproinsulina, le linee clonali (clone 6 e 

clone 9) sono altamente differenziate e producono solamente glucagone ma 

non insulina o mRNA della preproinsulina. 
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Il clone 6, da noi utilizzato per gli esperimenti, mostra un fenotipo più 

differenziato rispetto al clone 9 ed inoltre esprime livelli più alti di glucagone 

[108, 109].  

Le cellule sono state utilizzate tra i passaggi 20-45 e sono state cresciute in 

terreno D-MEM Dulbecco's Modified Eagle's Medium (modificato 

appositamente e contenente 16.7mmol/L di glucosio e 1.5g/L di bicarbonato 

di sodio) supplementato con  10% di  FBS, 1% di L-glutamina e 1% di 

Penicillina/Streptomicina; sotto controllo atmosferico: 95% di umidità e 5% 

di CO2 a 37°C. 

Le cellule sono state tripsinizzate due volte la settimana. 

 

Preparazione del palmitato 

La soluzione di palmitato è stata preparata come descritto da Zhou H. [110, 

111, 112]. Il palmitato è stato preparato miscelando e riscaldando 

concentrazioni uguali di NaOH e palmitato in acqua distillata per ottenere 

una concentrazione finale di 500 mmol/L. Questa soluzione è stata diluita 

con il 5% di BSA (priva di acidi grasi) per ottenere una concentrazione finale 

di 50 mmol/L. La soluzione stock è stata filtrata, aliquotata e conservata a -

20°C. La soluzione di palmitato è stata preparata fresca prima di ogni 

esperimento. 

 
Esposizione cronica al Palmitato e al GLP-1 
 
24 ore dopo l’impianto, le cellule αTC1-6 sono state coltivate per 48 ore in 

terreno DMEM completo, in presenza o assenza di Palmitato (500 µmol/l) e 

di GLP-1 (100 nmol/L). Il Palmitato e il GLP-1 sono stati sostituiti ogni 24 

ore. Per studiare l’effetto dell’insulina e del GABA le cellule, per le 2 ore 

precedenti la stimolazione acuta (5 min) con insulina 10-8 M, sono state 

coltivate in terreno privo di FBS, supplementato con BSA 0.1%.  
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In alcuni esperimenti, al fine di analizzare in dettaglio gli effetti del GABA, 

durante le ultime 2 ore le cellule sono state coltivate in presenza o assenza di 

GABA (10 µmol/l).  

 

Secrezione di Glucagone 

 

Dopo 48 ore di crescita in presenza o assenza di Palmitato (500 µmol/L) e di 

GLP-1 (100 nmol/L), le cellule sono state sottoposte a deprivazione di siero 

(FBS) per 2 ore e successivamente sono state lavate due volte ed incubate per 

1 ora in Krebs-Ringer buffer (KRB) contenente 25,4 mmol/L di glucosio e 

0.5% di BSA a pH 7.4 in presenza o in assenza di Palmitato (500 µmol/L), 

GLP-1 (100 nmol/L) e GABA (10 µmol/L) e per 1 ora in Krebs-Ringer buffer 

(KRB) contenente 16.7mmol/L di glucosio e 0,5% di BSA a pH 7.4 in 

presenza o in assenza di Palmitato (500 µmol/L), GLP-1 (100 nmol/L), 

Insulina (10-8 M) e GABA (10 µmol/L). Alcuni esperimenti sono stati condotti 

in assenza di stimolazione per 2h al fine di valutare la risposta secretoria delle 

cellule in termini di glucagone. 

Il surnatante è stato aliquotato in provette contenenti aprotinina (0.1 mg/mL) 

e conservato a -20°C fino al dosaggio del glucagone, effettuato tramite 

metodica RIA (radioimmunoassay) (Farilla et al., 2003) (Millipore, Millipore 

Corporation, Billerica, MA). 
 
Preparazione dei lisati proteici cellulari  

 

Dopo il periodo di trattamento le cellule sono state lavate due volte con PBS 

(pH 7.4), incubate con terreno (privo di FBS) per 2h e successivamente sono 

state trattate in base agli esperimenti da condurre. La stimolazione è stata 

bloccata con tre lavaggi in PBS freddo (pH 7.4), il liquido in eccesso è stato 

aspirato ed aggiunto Buffer di lisi freddo (150 mm NaCl, 1% Nonidet P-40, 

0,5% deoxycholate, 0,1 % Di sodio dodecil solfato (SDS), 50 mM Tris HCl 
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(pH 7,4), 10 mM sodio pirofosfato, 100 mM NaF, 2 mM PMSF, 2 mM di 

ortovanadato di sodio, 1 mg di pepstatina per mL, 1 mg di aprotinina per mL, 

1 mg di leupeptina per mL). Dopo la lisi, i campioni sono stati centrifugati per 

5 minuti a 4 °C, al termine del quale il materiale insolubile è stato separato 

dal materiale solubile. La concentrazione di proteine è stata quantificata 

tramite BCA (Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford, IL USA).  

Western blot  

 

I Western blots sono stati effettuati come descritto precedentemente [121]. 

Brevemente, dopo normalizzazione con BCA, le proteine sono state eluite in 

gel di acrilamide, trasferite su membrane di nitrocellulosa ed una volta 

incubate con specifici anticorpi rilevate con metodo ECL. Per la 

normalizzazione dei lisati, le membrane di nitrocellulosa sono state trattate 

con Restore stripping buffer (Pierce) per 10 minuti a temperatura ambiente e 

successivamente incubate con anticorpo anti-actina.  

Misurazione del glucagone tramite Metodica RIA  

 

La determinazione dei livelli di glucagone prodotti dalle cellule è stata 

misurata mediante metodica RIA. I procedimenti condotti sono stati effettuati 

in accordo con le istruzioni del Kit di dosaggio (Millipore Corporation). 

Brevemente, il materiale da anlizzare è stato incubato con anticorpo specifico 

per 20-24 ore a 4°C; al termine dell’incubazione in ogni tubo è stata inserita 

una concentrazione fissa di antigene tracciante marcato e nuovamente 

incubato per 22-24 ore a 4°C. Trascorso il periodo di incubazione è stato 

aggiunto l’agente precipitante ed i campioni sono stati centrifugati a 4°C per 

20 minuti a 2000-3000 x g. Il risultante sedimento è stato lasciato decantare al 

fine di eliminare ogni possibile traccia di antigene marcato residuo. Per ogni 

esperimento condotto una curva standard è stata impostata con 
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concentrazioni crescenti di antigene standard non marcato, al fine poter 

effettuare le relative misurazioni.  

Il saggio così ottenuto è stato rilevato tramite utilizzo di strumentazioni per la 

conta della radioattività. 

 

Saggi di vitalità ed MTT 
 
 
Il saggio colorimetrico a base di sali di tetrazolio (MTT test) è stato usato per 

determinare la citotossicità dei trattamenti effettuati.  

Per tali valutazioni le cellule sono state impiantate in multiwell da 96 (circa 

60×103 αTC1-6/well) e dopo 48 ore di crescita in presenza o assenza di 

Palmitato (500 µmol/L) e GLP-1 (100 nmol/L) sono state aggiunti 150 µL di 

MTT al 10% (15 µL di soluzione 5 mg/mL in 135 µL in phosphate-buffered 

saline (PBS) per 2-4 ore a 37°C. 

Dopo l’incubazione, il surnatante è stato sciolto in 100 µL di dimetil solfossido 

(DMSO) per dissolvere i cristalli di formazano generato dalla reazione 

dell’MTT con le cellule. L’assorbanza dei campioni è stata misurata a 570nm 

e il background è stato misurato a 640nm utilizzando un apposito lettore di 

piastre (microplate reader BioRad Model 680). Tutti gli esperimenti sono stati 

condotti in triplicato o quadruplicato e la vitalità cellulare è stata calcolata 

sottraendo l’assorbanza del background all’assorbanza del campione 

correlando così l’attività ottica alla densità cellulare. 

 

Cells activity = (Absorbance sample - Absorbance background) 
 
 
Immunofluorescenza 
 
Per lo studio di Imaging le cellule, dopo 48 ore di crescita in presenza o 

assenza di Palmitato (500 µmol/L) e di GLP-1 (100 nmol/L), sono state 

deprivate dal siero (FBS) per 2 ore, successivamente sono state trattate con 
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insulina (10-8 M * 5 min) e quindi lavate con phosphate-buffered saline (PBS) e 

fissate usando formaldeide al 4%. Dopo il fissaggio le cellule sino state 

incubate con anticorpo monoclonale (antiGABAARβ2/3 UBI 1:20)  in grado di 

legare l’epitopo specifico del recettore GABAA e successivamente con un 

anticorpo secondario coniugato (Alexa Fluor 594 Donkey Anti-Mouse IgG 

H&L by Abcam) al fine di rivelare il segnale in fluorescenza. Per la 

colorazione dei nuclei è stato usato Hoechst33258 (Sigma-94403). Tutte le 

immagini sono state acquisite in sequenza e i singoli canali RGB sono stati 

separati digitalmente. Per le analisi miscoscopiche è stato utilizzato un 

miscoscopio confocale (Olympus FV1000 Confocal Laser Scanning Biological 

Microscope).  

La quantificazione della colorazione superficiale è stata effettuata usando il 

softwere Fiji by ImageJ analysis software (http://.fiji.sc/Fiji) utilizzando la 

conta dell’intensità totale dei pixel. Le soglie di colore delle immagini è stata 

settata in modo da risultare uguale per tutte le condizioni sperimentali e il 

background è stato sottratto dal numero totale di pixes delle varie immagini. 

 

Analisi statistica 
L’analisi statistica è stata eseguita con il software Prism 5 (GraphPad Software 

Inc., La Jolla, CA, U.S.A.). Il test X2, o il test ANOVA con susseguente analisi 

di Bonferroni è stata performata per valutare la significatività tra i gruppi. Un 

valore di p <0.05 è stato considerato statisticamente significativo. 
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Risultati  
Secrezione di glucagone 

Per lo studio della secrezione di glucagone le cellule sono state cresciute in 

DMEM a 16,2 mmol/L di glucosio in presenza o in assenza di palmitato 0,5 

mmol/L per 48 ore. Dopo tale periodo di esposizione le cellule sono state 

lavate due volte in Krebs e quindi condizionate e preparate per la secrezione, 

effettuando una pre-incubazione con elevati livelli di Glucosio 25 mmol/L 

[37]. Dopo tale periodo la secrezione di glucagone è stata effettuata, 

esponendo le cellule a glucosio 16,2 mmol/L in presenza o in assenza di 

insulina (10-8 M) e GABA (10 µmol/L). 

Alla fine di tale periodo è stato prelevato il surnatante per le determinazioni 

dei livelli di glucagone secreti. Dopo l’esposizione prolungata per 48h al 

palmitato e dopo la stimolazione acuta le cellule pre-esposte cronicamente al 

palmitato mostravano un maggiore rilascio di glucagone rispetto ai gruppi di 

controllo. [Fig.16]. 
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Figura 16. Secrezione del Glucagone in cellule α-TC1 di controllo e in cellule coltivate palmitato (0,5 mmol/L) per 48 
ore. Le cellule sono state coltivate in DMEM con o senza palmitato (0,5 mmol/L) per 48 ore, lavate e rimesse in coltura 
per un’ora in KRB (glucosio 25 mmol/l) e un’ora in KRB (glucosio 16,2 mmol/l). I dati sono espressi in pg/mg di 
proteina; media±errore standard (SE), n=5; ** p< 0.001 vs. gruppo di controllo 

 

Quando le stesse cellule venivano acutamente stimolate con insulina o GABA, 

nelle cellule di controllo si verificava una fisiologica inibizione della secrezione 

di glucagone. Lo stesso non era visibile nelle cellule pre-esposte al palmitato.  

[Fig.17]
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Figura 17. Secrezione del Glucagone in cellule α-TC1 di controllo e in cellule coltivate palmitato (0,5 mmol/L) per 48 
ore. Le cellule sono state coltivate in DMEM con con o senza palmitato (0,5 mmol/L) per 48 ore, lavate e rimesse in 
coltura per un’ora in KRB (glucosio 25 mmol/l) e un’ora in KRB (glucosio 16,2 mmol/l) in presenza o assenza di 
insulina (10-8 M) per 10 minuti e/o GABA (10 µmol/L) per 1 ora. I dati sono espressi in pg/mg di proteina; media±errore 
standard (SE), n=5; * p< 0.05 vs. gruppo di controllo; ** p< 0.001 vs. gruppo di controllo.  

 
 

Via del segnale insulinico 
 

Poiché i dati ottenuti con gli esperimenti di secrezione hanno dimostrato 

come l’effetto dell’insulina fosse compromesso, al fine di studiare 

ulteriormente il ruolo dell’insulina e del suo segnale intracellulare, abbiamo 

valutato le tappe intracellulari coinvolte nel segnale insulinico nel nostro 

sistema cellulare.  
 

Nel nostro modello, dopo esposizione cronica al palmitato, la stimolazione 

cronica con insulina (10-8 M per 5 minuti) non era in grado di attivare la stessa 

fosforilazione di IRS-1 che era ottenuta nelle cellule di controllo[Fig. 18]; nei 

gruppi di controllo come atteso, la stimolazione acuta con insulina era in 

grado di attivare la fosforilazione di IRS-1. 
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Figura 18. Analisi di Western blot per IRS-1 P (Tyr 612) e actina. Il pannello superiore mostra un 
esperimento rappresentativo per pIrs-1 (Tyr 612), in cellule coltivate in presenza o assenza di palmitato 
(0,5mmol/L) e/o insulina (10-8 M) per 5 minuti.. Il pannello inferiore mostra media ± SE dell’analisi 
densitometrica di 5 diversi esperimenti; *** p <0,001 vs gruppi di controllo. 

 

Poichè un altro importante punto di interesse del segnale intracellulare 

dell’insulina è rappresentato da AKT e poiché AKT potrebbe rappresentare il 

punto di collegamento tra il segnale insulinico intracellulare, la 

iperpolarizzazione della membrana plasmatica nella cellula alfa pancreatica, 

l’ipersecrezione di glucagone e il recettore GABA, nel nostro sistema abbiamo 

voluto valutare la fosforilazione di AKT.  

Nel nostro modello, dopo esposizione prolungata al palmitato, la stimolazione 

acuta con insulina determinava attivazione di pAKT nei gruppi di controllo; 

nei gruppi pre-esposti a palmitato tale attivazione, seppur presente appariva 

ridotta rispetto al controllo. 
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Figura 19. Analisi Western blot per la fosforilazione di pAKT (Ser 473). Il pannello superiore mostra un 
esperimento rappresentativo per pAKT (Ser 473), in cellule coltivate in presenza o assenza di palmitato 
(0,5mmol/L) e/o insulina (10-8 M) per 5 minuti. Il pannello inferiore mostra media ± SE dell’analisi 
densitometrica di 5 diversi esperimenti; *** p <0,001 vs gruppi di controllo. 

 
 
Essendo pAKT uno snodo determinante della via del segnale GABAergico, 

nel nostro modello abbiamo valutato l’espressione del recettore GABAA. 

Come atteso nei gruppi pre-esposti a palmitato l’espressione del recettore 

GABAA appariva ridotta rispetto ai gruppi di controllo. [Fig. 20].  
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Figura 20. Analisi Western blot per la fosforilazione di pGABAA-β3 (Ser 408/409) e Actina. Il pannello 
superiore mostra un esperimento rappresentativo per pGABAA-β3 (Ser 408/409), in presenza o assenza di 
palmitato (0,5mmol/L) e/o GABA (10 µmol/L) per 5 minuti. Il pannello inferiore mostra media ± SE 
dell’analisi densitometrica di 5 diversi esperimenti; *** p <0,001 vs gruppi di controllo. 

 

Al fine di verificare questo dato, sono stati effettuati esperimenti di 

immunofluorescenza, per studiare la localizzazione del recettore nel contesto 

cellulare. Tramite l’utilizzo di microscopia confocale, è stato possibile 

verificare l’espressione e la localizzazione del recettore GABAA nel nostro 

sistema. Nelle cellule pre-esposte cronicamente al palmitato l’espressione di 

base del recettore GABAA appariva ridotta rispetto alle cellule di controllo. 

Inoltre la stimolazione acuta determinava maggiore presenza di tale recettore 

nelle cellule di controllo mentre l’epressione non si modificava nelle cellule 

pre-esposte a palminato. Questo dato appare concorde con quanto noto 

riguardo la funzione del recettore GABAA nelle cellule alfa pancreatiche. [Fig. 

21 e 22]. 
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Figura 21. Immagini ad alta risoluzione della traslocazione del recettore GABAA (rosso) immunoreattivo, in cellule α-
TC1-6. In blu i nuclei, visualizzati con Hoechst 33258. 

 

Figura 22: L’immagine in falsi colori ci permette di notare la notevole differenza di espressione del recettore GABAA 
nelle cellule di controllo, rispetto a quelle pre-esposte a palmitato  
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Figura 23:Analisi delle Fluorescenza del recettore GABAA in cellule α-TC1 di controllo e in cellule coltivate palmitato 
(0,5 mmol/L) per 48 ore. Le cellule sono state coltivate in DMEM con o senza palmitato (0,5 mmol/L) per 48 ore, lavate 
e rimesse in coltura per un’ora in KRB (glucosio 25 mmol/l) e un’ora in KRB (glucosio 16,2 mmol/l) in presenza o 
assenza di insulina (10-8 M) per 5 minuti. I dati sono espressi in correct total cell fluorescence; media±errore standard 
(SE), n=5; * p< 0.05 vs. gruppo di controllo; ** p< 0.001 vs. gruppo di controllo  
 

 
 

Conclusioni della Prima Parte 
I dati ottenuti in questa parte del lavoro indicano che l’esposizione cronica al 

palmitato induce insulino-resistenza in un modello di cellule alfa pancreatiche 

in coltura continua. Tale dato è supportato dalla ridotta fosforilazione di IRS-

1, dalla ridotta fosforilazione di AKT e dalla incapacità di queste cellule a 

risentire dell’azione inibitoria dell’insulina quando presente acutamente. 

Questo dato appare utile ed importante per la comprensione della 

fisiopatologia del diabete. Il soggetto con diabete di tipo 2 infatti, oltre a 

presentare iperglicemia a digiuno e dopo i pasti, presenta spesso elevati livelli 

di glucagonemia. Il glucagone, essendo un ormone iperglicemizzante, 

rappresenta un componente essenziale nell’instaurarsi dell’ipeglicemia.  
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Quindi lo studio della disfunzione delle cellule alfa potrebbe rappresentare un 

obiettivo di ricerca nel campo del diabete. Aver identificato che il palmitato, 

acido grasso libero che risulta aumentato nel diabete, possa determinare 

insulino-resistenza a livello della cellula alfa pancreatica potrebbe 

rappresentare un utile campo di ricerca per il diabete.  

Inoltre la correlazione tra alterazione della via intracellulare dell’insulina, 

l’insensibilità di queste cellule all’ormone e il riscontro di alterata espressione 

del recettore GABAA in questo modello, potrebbe rappresentare una possibile 

spiegazione del fenomeno.  

L’esposizione cronica ad acidi grassi potrebbe inoltre contribuire 

all’alterazione della secrezione di glucagone.  

 

Nella seconda parte dello studio verranno analizzate le possibili strategie di 

prevenzione di tali alterazioni. 
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Risultati: Seconda Parte 
In cellule pre-esposte per 48 ore a palmitato la secrezione di glucagone 

appariva aumentata e la stimolazione acuta con insulina (10-8 M) e di GABA 

(10 µmol/L) non era in grado di riportare tale risposta ai valori dei gruppi di 

controllo. Al fine di prevenire tali alterazioni alcuni gruppi esposti 

cronicamente al palmitato venivano coltivati e in presenza di GLP-1 (100 

nmol/L). Il GLP-1 era in grado di riportare la risposta secretoria ai livelli dei 

gruppi di controllo; inoltre la stimolazione acuta con insulina e GABA 

determinava una risposta inibitoria paragonabile a quella dei gruppi di 

controllo[Fig.24]. 

Figura 24. Secrezione del Glucagone in cellule α-TC1 di controllo e in cellule coltivate con GLP-1 (100 nmol/l) per 48 

ore in presenza ed in assenza di  palmitato (0,5 mmol/L) per 48 ore. Le cellule sono state coltivate in DMEM con o senza 

GLP-1 (100 nmol/l) per 48 ore e con o senza palmitato (0,5 mmol/L) per 48 ore, lavate e rimesse in coltura per un’ora in 

KRB (glucosio 25 mmol/l) e un’ora in KRB (glucosio 16,2 mmol/l) in presenza o assenza di GLP-1 (100 nmol/l) e/o 

insulina (10-8 M) per 5 minuti e/o GABA (10 µmol/L) per 1 ora. I dati sono espressi in pg/mg di proteina; media±errore 

standard (SE), n=5; * p< 0.05 vs. gruppo di controllo; ** p< 0.001 vs. gruppo di controllo. 
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Segnale Insulinico Intracellulare 
Al fine di comprendere l’effetto del GLP-1 sul segnale insulinico intracellulare, 

nelle cellule di controllo e quelle pre-esposte cronicamente al palmitato in 

presenza o in assenza di GLP-1 è stato valutato il segnale insulinico 

intracellulare. 

Nelle cellule pre-esposte cronicamente al palmitato e al GLP-1 la 

fosforilazione di IRS-1 (pIRS-1Tyr612) dopo stimolazione acuta con insulina 

(10-8 M) appariva conservata ed i valori di attivazione erano paragonabili ai 

gruppi di controllo. Il GLP-1 da solo non era in grado di determinare nessuna 

attivazione di IRS-1[Fig. 25].  

 

 

 

 
 

 

Figura 25. Analisi di Western blot per IRS-1 P (Tyr 612) e Actina. Il pannello superiore mostra un 
esperimento rappresentativo per IRS-1 P (Tyr 612), in cellule coltivate in presenza o assenza di GLP-1 (100 
nmol/l), in presenza o assenza di palmitato (0,5mmol/L) e/o insulina (10-8 M) per 5 minuti. Il pannello 
inferiore mostra media ± SE dell’analisi densitometrica di 5 diversi esperimenti; ns – non significativo; ** p 
<0.05, *** p <0,001 vs gruppi di controllo. 
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Al fine di analizzare l’effetto del GLP-1 sulla capacità di prevenire le 

alterazioni di espressione del recettore GABAA, nel nostro modello è stata 

valutata l’espressione della fosforilazione di AKT e il grado di espressione del 

recettore GABAA. Nel nostro modello, la contemporanea esposizione cronica 

delle cellule al palmitato ed al GLP-1 era in grado di prevenire il danno 

indotto dal palmitato sia sulla fosforilazione di AKT che sull’espressione di 

GABAAR. 

[Fig.26 e 27].

 
Figura 26. Analisi Western blot per la fosforilazione di pAKT (Ser 473) e Actina. Il pannello superiore mostra un 
esperimento rappresentativo per pAKT (Ser 473), in cellule coltivate in presenza o assenza di GLP-1 (100 nmol/l), in 
presenza o assenza di palmitato (0,5mmol/L) e/o insulina (10-8 M) per 5 minuti. Il pannello inferiore mostra media ± SE 
dell’analisi densitometrica di 5 diversi esperimenti; ns – non significativo * p <0.05, ** p <0,001 vs gruppi di controllo. 
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Figura 27. Analisi Western blot per la fosforilazione di pGABAA-β3 (Ser 408/409 e Actina. Il pannello superiore mostra 
un esperimento rappresentativo pGABAA-β3 (Ser 408/409), in cellule coltivate in presenza o assenza di GLP-1 (100 
nmol/l), in presenza o assenza di palmitato (0,5mmol/L) e/o GABA (10 µmol/L) per 5 minuti. Il pannello inferiore 
mostra media ± SE dell’analisi densitometrica di 5 diversi esperimenti; ns – non significativo ** p <0.05, *** p <0,001 vs 
gruppi di controllo. 

 

Per valutare se l’espressione proteica del recettore GABAA corrispondesse ad 

un rispristino dell’espressione a livello della membrana cellulare, sono stati 

condotti esperimenti di immunofluorescenza al fine di studiare la 

localizzazione cellulare di GABAAR. Nelle nostre condizioni la 

contemporanea esposizione cronica al palminato e al GLP-1 era in grado di 

ripristinare l’espressione del recettore GABAA a livello della membrana 

cellulare. In questi gruppi quindi l’espressione del recettore GABAA appariva 

simile ai gruppi di controllo e significativamente differente rispetto alle cellule 

esposte solo al palmitato[Fig. 28 e 29]. 
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Figura 28. Immagini della traslocazione del recettore GABAA in cellule di controllo 

 

Figura 29. Immagini della traslocazione del recettore GABAA in cellule esposte a palmitato e Liraglutide 
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[Fig. 30 e 31]. 

Figura 30: Densitometria in falsi colori del recettore GABAA in cellule di controllo 

Figura 31: Densitometria in falsi colori del recettore GABAA in cellule trattate con Liraglutide 
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[Fig. 32] 

Figura 32. Analisi delle Fluorescenza del recettore GABAA in cellule α-TC1 di controllo e in cellule coltivate con GLP-
1 (100 nmol/l) per 48 ore e palmitato (0,5 mmol/L) per 48 ore. Le cellule sono state coltivate in DMEM con o senza 
GLP-1 (100 nmol/l) per 48 ore e con o senza palmitato (0,5 mmol/L) per 48 ore, lavate e rimesse in coltura per un’ora in 
KRB (glucosio 25 mmol/l) e un’ora in KRB (glucosio 16,2 mmol/l) in presenza o assenza di GLP-1 (100 nmol/l) e/o 
insulina (10-8 M) per 10 minuti e/o GABA (10 µmol/L) per 1 ora. I dati sono espressi in correct total cell fluorescence; 
media±errore standard (SE), n=5; * p< 0.05 vs. gruppo di controllo; ** p< 0.001 vs. gruppo di controllo. 

 

Conclusioni della Seconda Parte 

Questi dati indicano che il GLP-1 risulta in grado di prevenire le alterazioni 

metaboliche e funzionali indotte dall’esposizione cronica al palmitato. In 

questo gruppo di esperimenti infatti abbiamo riprodotto i dati della prima 

parte, cercando di comprendere come poter prevenire le alterazioni funzionali 

indotte dall’esposizione cronica al palmitato. 

Nel nostro modello, la contemporanea esposizione al palmitato e al GLP-1 è 

risultata in grado di prevenire il difetto a carico del segnale insulinico 

intracellulare. Prevenendo il difetto a livello del segnale dell’insulina e quindi 

di fatto prevenendo l’instaurarsi dello stato di insulino-resistenza, queste 
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cellule erano in grado di rispondere allo stimolo inibitorio dell’insulina e 

mostravano inoltre un profilo di espressione del recettore GABAA a livello 

della membrana cellulare paragonabile alle cellule di controllo. 

Questi dati potrebbero rappresentare un valido contributo per la 

comprensione della fisiopatologia del diabete, un contributo per lo sviluppo di 

strategie mirate alla prevenzione dell’iperglucagonemia nel diabete e un 

valido supporto per la comprensione dei meccanismi di azione del GLP-1 a 

carico della cellula alfa pancreatica. 
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Discussioni	
  	
  

Lo scopo del nostro progetto è stato quello di studiare la secrezione di 

glucagone e le condizioni che possano determinare disfunzioni funzionali delle 

cellule alfa pancreatiche. Per questi studi abbiamo utilizzato una linea di alfa 

cellule pancreatiche murine, a-TC1, esposte cronicamente (48 h) ad alte 

concentrazioni di palmitato (0.5 mmol/L). Queste cellule possiedono il 

vantaggio, rispetto alle isole primarie, di essere una popolazione cellulare 

omogenea e di essere state utilizzate in precedenza per studiare la secrezione 

di glucagone e l'espressione genica[110, 111, 112-114]. L’esposizione al 

palmitato è stata scelta poiché è noto in letteratura che questo acido grasso 

libero e presente ad elevate concentrazioni nell’uomo e in modelli murini 

all’insorgenza del diabete [7]. 

I nostri dati mostrano che nel nostro modello è presente una maggiore 

secrezione di glucagone nelle cellule pre-esposte a palmitato rispetto alle 

condizioni basali ed inoltre è stato evidenziato una diminuzione dell’effetto 

inibitorio dell’insulina sulla secrezione di glucagone. Questi dati funzionali 

sono concordi con quando si osserva nell’uomo in corso di diabete; 

iperglicemia ed inappropriati livelli di glucagone. 

Lo studio inoltre ha voluto analizzare se questi aspetti funzionali fossero 

determinati da cambiamenti molecolari. L’analisi di alcuni componenti chiave 

della via intracellulare dell’insulina (IRS-1 e AKT) ha inoltre evidenziato una 

mancanza dell’attivazione indotta dall’insulina nei gruppi pre-esposti 

cronicamente al palmitato.  

Poiché è noto in letteratura [37] che AKT controlla la polarizzazione delle 

membrane cellulari nelle alfa cellule pancreatiche, la mancata attivazione di 

AKT nel nostro modello potrebbe spiegare l’iper-glucagonemia che noi 

riscontriamo e potrebbe contribuire a spiegare questo stesso fenomeno 

riscontrato in clinica nei pazienti con diabete. Questi dati a nostro avviso 
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rappresentano punti importanti per la comprensione della fisiopatologia del 

diabete.  

La presenza dei recettori insulinici sull’alfa cellula pancreatica e la loro 

importanza è stata descritta ampiamente in letteratura [115,116]. 

L’attivazione del recettore insulinico infatti permette la fosforilazione e la 

conseguente attivazione di diversi substrati molecolari intracellulari, tra questi 

IRS-1 e IRS-2, che sembrano essere le principali molecole adattatrici 

implicate sia nel legame con PI3K sia nel segnale intracellulare di MAPK. 

L’insulina inibisce la secrezione di glucagone probabilmente tramite 

l’attivazione dei canali K+ATP dipendenti (KATP-channel); ciò determina 

l’iperpolarizzazione della membrana plasmatica ed il blocco della secrezione 

di glucagone [117]. Nelle alfa cellule murine, l’insulina agisce riducendo la 

sensibilità dei canali K+ATP, i quali si attivano a concentrazioni più alte di 

ATP, attraverso un segnale mediato dall’attivazione di PI3K-Akt 

(phosphatidylinositol 3-kinase) [118, 119]. Inoltre è stato riportato che nelle 

cellule alfa, l’insulina attiva i recettori GABAA attraverso la via dipendente 

dall’AKT Kinase; ciò determina l’iperpolarizzazione e l’inibizione della 

secrezione di glucagone [120]. Anche se non è stato univocamente dimostrato 

il contributo relativo dei canali KATP e dell'attivazione del recettore GABAA 

nell’inibizione del rilascio di glucagone, è probabile che questo effetto sia 

mediato dalla via PI3K/AKT chinasi. Per meglio chiarire questo aspetto nella 

seconda parte del nostro progetto abbiamo voluto analizzare il contributo 

specifico del sistema del GABA (GABA/GABAAR) nelle nostre condizioni. In 

presenza di palmitato, dopo una esposizione cronica prolungata in grado di 

mimare condizioni cliniche tipiche del paziente con diabete, nel nostro 

modello era possibile osservare una riduzione della traslocazione del recettore 

GABAA nelle superfici delle cellule. Questo dato, assieme alla riduzione della 

fosforilazione di AKT conferma l’ipotesi che lega il segnale insulinco 

intracellulare, l’insulino-resistenza delle alfa cellule, la via del GABA, la 

iperpolarizzazione delle membrane e l’aumento della secrezione del 
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glucagone. Il GABA e il suo recettore potrebbero essere responsabili della 

facilitazione o dell’inibizione della secrezione ormonale ed una riduzione dei 

recettori a livello della membrana potrebbe essere alla base di questa 

alterazione funzionale. L’esposizione cronica al palmitato potrebbe 

determinare tali alterazioni.  

I nostri studi sono proseguiti nel tentativo di comprendere eventuali 

meccanismi di prevenzione di tale danno. Poiché nella pratica clinica 

l’avvento delle terapie a base di incretine, in particolare con analoghi del 

GLP-1 o con agonisti recettoriali, hanno mostrato effetti favorevoli sul 

miglioramento dell’ipeglucagonemia nei soggetti diabetici, abbiamo voluto 

valutare cosa il GLP-1 potesse determinare nel nostro sistema. Nel nostro 

modello la contemporanea esposizione cronica al palmitato e al GLP-1 era in 

grado di prevenire le alterazioni indotte dal palmitato. In particolare la via del 

segnale insulinico appariva preservata e l’espressione del recettore GABAA 

appariva paragonabile alle cellule di controllo. A nostro avviso questi dati 

rappresentano un avanzamento importante per la comprensione della 

fisiopatologia del diabete di tipo 2 e per la comprensione delle basi 

farmacologiche di queste nuove terapie a base di ormoni intestinali. In 

letteratura tuttavia si discute sulla reale presenza del recettori per il GLP-1 a 

livello delle cellule alfa pancreatiche e sull’effetto diretto o mediato del GLP-1 

sulla secrezione di glucagone. Per meglio chiarire questo aspetto il mio gruppo 

ha analizzato l’espressione del recettore per GLP-1 in questo modello [122]. 

Nel nostro modello è presente il recettore per il GLP-1 e questo recettore 

risulta funzionante. Questi nostri dati hanno contribuito nel mondo scientifico 

alla comprensione del segnale del GLP-1 nelle cellule alfa pancreatiche.  

 

In conclusione i nostri dati indicano che le a-TC1 clone 6, una linea cellulare 

di alfa cellule pancreatiche, coltivate per 48 ore in presenza di acidi grassi ad 

alte concentrazioni di palmitato (0.5 mmol/l) mostrano insulino-resistenza 

(IRS-1 e Akt); questa via normalmente controlla la secrezione di glucagone 
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nelle alfa cellule pancreatiche. Questo segnale risulta critico per la 

traslocazione del recettore GABAA sulle membrane cellulari e per la 

polarizzazione delle cellule. Il GLP-1 appare capace di prevenire tali 

alterazioni indotte dal palmitato. Questi risultati supportano l’ipotesi che 

l’esposizione cronica ad acidi grassi potrebbe contribuire all’alterazione della 

regolazione del rilascio di glucagone e le terapie a base di incretine avrebbero 

un effetto positivo su tali aspetti della fisiopatologia. In questo modo, sebbene 

questi risultati siano stati ottenuti in cellule immortalizzate, essi supportano la 

possibilità che le alfa cellule pancreatiche potrebbero aggiungersi alla lista di 

tessuti insulino-resistenti, rendendo ancora più complessa la relazione tra 

insulino-resistenza e alterazione della funzione dell’isola pancreatica in corso 

di diabete. 
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