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Il Diabete Mellito

Giornata Mondiale del Diabete

14 Novembre

= Diabete

.

N

|| diabete mellito € una malattia metabolica causata da insufficiente secrezione di insulina dalle
cellule B delle isole di Langherans del pancreas o da alterata responsivita dei tessuti all’'ormone.
[National Diabetes Data Group, 1979]
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insulina difetto a livello
sangue del recetiore

| difetti si possono verificare a vari livelli

Sintomi:
einstabilita del livello glicemico del sangue, con condizioni di iper e ipoglicemia
eaumento della diuresi (poliuria)

eaumento della sete (polidipsia) e della fame (polifagia)
ediminuzione del peso corporeo.
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Cenni storici

Il sapore dolce delle urine e dovuto al glucosio

Nel cane asportato sperimentalmente del pancreas
insorgono i segni e i sintomi del DM

Pazienti con DM hanno carenza di una particolare
sostanza prodotta dal pancreas, definita “insulina”
(poiché prodotta dalle isole di Langerhans del pancreas)

Isolarono l'insulina,

la condizione di DM nel cane pancreatectomizzato puo
essere risolta somministrando insulina estratta dalle isole
di Langerhans di un cane sano

Premio Nobel per la Medicina
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The top 10 countries,
in number of people
with diabetes, are:
India

China

USA

Indonesia

Japan

Pakistan

Russia

Brazil

Italy

2000: 82.7 million
2030: 190.5 million

Prevalence of diabetes (%) in persons 35-64 years
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2000=number of people with diabetes in 2000

Bangladesh

2030=number of people with diabetes in 2030

La percentuale di popolazione mondiale affetta viene stimata intorno al 5%.

In Italia la percentuale di individui affetti da tale patologia € mediamente del 3%.
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Classificazione del Diabete Mellito

(] Diabete Mellito di tipo 1 (IDDM)

= caratterizzato dalla distruzione delle cellule B del pancreas ad opera del sistema immunitario
= Comporta profonda carenza insulinica
= Esistono due sottoforme:
Tipo 1A (immunomediato)
Tipo 1B (idiopatico), eziologia non nota, colpisce maggiormente soggetti di etnia asiatica e africana
= Riguarda circa il 10% delle persone ed interessa essenzialmente bambini e adolescenti

(] Diabete Mellito di tipo 2 (NIDDM)

= jperglicemia legata a insulino-resistenza (= difetto di azione dell’insulina) + carenza insulinica relativa e progressiva
® interessa essenzialmente I'adulto

= rappresenta la forma di diabete piu frequente (90-95% dei casi)

® comune associazione con obesita e altre malattie metaboliche

1979 National Diabetes Data Group — 1999 OMS e Societa Europea per lo studio del diabete



Differenze tra Diabete Mellito di Tipo 1 e Tipo 2

Ensn Boncompagri, MD
Eta di insorgenza
Sviluppo dei sintomi
% di popolazione
Ketoacidosi
Obesita associata
Cellule Beta IL
Secrezione di insulina
Anticorpi cellule IL
Gemelli

Trattamento

IDDM - Tipo |

NIDDM - Tipo Il




Forme secondarie di Diabete Mellito

(] Diabete secondario
= Malattie endocrine, patologie pancreatiche, farmaci...
= Alcune forme sono reversibili

d Malattie genetiche
= Difetti genetici della secrezione o dell’azione dell’insulina
= Sindrome genetiche complesse con diabete

(] Diabete gestazionale (DMG)

*" Frequenza del 7-14% di sviluppo di diabete nella madre

= Facilmente trattabile

=  Puo0 causare problemi nel feto

= il 30% delle madri sviluppano diabete di tipo 2 nel corso della vita

+* Diabete insipido (DIN)

» caratterizzato da abbondanti quantita di urine e da diminuita capacita del rene di concentrare le urine
* meccanismi fisiopatologici molto diversi rispetto al diabete mellito

* non vi sono alterazioni nella concentrazione di glucosio nel sangue e nelle urine



Il Diabete mellito di tipo 1

Malattia autoimmune caratterizzata da infiltrazione immunitaria (linfociti T CD4* e CD8",
linfociti B e macrofagi) delle isole di Langherans pancreatiche, seguita da progressiva
distruzione delle cellule B-pancreatiche e profonda carenza di produzione insulinica.

La carenza insulinica determina lI'incapacita delle cellule
ad utilizzare il glucosio, con 2 conseguenze immediate:

1.Accumulo di glucosio nel plasma = iperglicemia
marcata = superamento della soglia renale di
riassorbimento = glicosuria = poliuria =
polidipsia

2.Utilizzo di fonti alternative di energia:
Riserve lipidiche =» perdita di massa grassa
Riserve proteiche = perdita di massa magra (muscolare)

LS

Meno glucosio
viene stipato o
usato dagli
argani
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Diabete Tipo 1




LUinfiltrato insulitico e costituito da:

Eziologia multifattoriale
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Modelli sperimentali del TIDM

Topo NOD Diabete-indotto da
(Non-Obese Diabetic mouse) Streptozotocina




Topo NOD
(Non-Obese Diabetic mouse)

in

 Rappresenta il principale modello sperimentale per lo studio del Diabete Mellito di Tipo 1
* | topi di guesto ceppo sviluppano spontaneamente una patologia con caratteristiche
molto simili al TAIDM umano



Topo NOD femmina La predisposizione allo sviluppo di patologie
autoimmuni e dovuta a meccanismi difettivi

» 3-4 weeks-old == |[NSULITE : .
nella tolleranza immunologica:

> 6-8 weeks-old == IPERGLICEMIA

polimorfismi nel locus Idd3 che causa difettiva
produzione di IL-2

> 10-12 weeks-old == DIABETE * mutazione nell'esone 2 del CTLA-4 gene
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Grohmann et al., J. Exp. Med., 2003




IDO e degradato attraverso un meccanismo proteasomiale

Proteasomal
degradation

E3 ubiquitin ligase
complex
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mediated
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Lost of the immune homeostasis




Streptozotocin
A Diabetogenic Agent in Animal Models




Streptozotocina (STZ)

CH,OH

A NH
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2-deossi-2- (3-metil-3-nitrosourea) -1-D-glucosio Streptomyces achromogenes
Peso molecolare: 265g/mol

Formula chimica: CgH,:N;0,

Rakieten L, Rakieten ML, Nadkarni MV: Studies on the diabetogenic action
of Streptozotocin (NSC-37917). Cancer Chem Rep 1963, 29:91-98.




Struttura chimica della STZ

a. ANOMERIC FORMS OF STREPTOZOTOCIN
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Uptake selettivo della STZ da parte

delle cellule B del pancreas
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Meccanismo d’azione della STZ
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La distruzione delle cellule B del pancreas indotta da STZ
causa insufficienza di insulina e iperglicemia cronica

 cell population Necrosis and elimination
by macrophages

w
B call mass reduction

F
Ingulin insufficiancy

4+—— (Chronic hyperglycamia

Residual  cell population Key: () Healthy p call
Il

'8 STZ destructed p cal
{1 Hyperglycemia-impaired j ce




Differenti dosaggi di STZ
inducono tipi diversi di diabete

Singola dose ad Diabete di tipo 1

¢ alto dosaggio

Rat + streptozotocine  ~OMM- ripetute Diabete di tipo 2

basso dosaggio
+nicotinamide
+ high-fat diet




Il Diabete Mellito di tipo 2

» Insulino-resistenza: inadeguata utilizzazione del glucosio da parte delle cellule, che non
rispondono normalmente alla stimolazione insulinica; il difetto puo essere di tipo pre-
recettoriale, recettoriale o post-recettoriale.

» Difetto della B-cellula: anche se inizialmente relativo (la secrezione insulinica € a lungo
conservata), € ormai ammesso che l'insorgenza del diabete di tipo 2 € legata a una
produzione di insulina insufficiente a compensare la resistenza insulinica

Gili organi non rispondono all'insulina,
o
4 mence glucosio contenuto o utilizzato

2 "y =
a R 3 .
2 2 % a' -
a® 2 -
2 - w
Insulina .
.
J':"'JJ
s @ , del glucosio nel sangue

Aurmento del livello
o

[ e

e g Diabete tipo 11



1)

2)

3)

4)

5)

Cause dell’insulino-resistenza periferica

MUTAZIONE DEL RECETTORE: che porta incapacita a legare 'ormone o alterazione della
trasduzione del segnale

INIBITORI DI CHINASI: presenza nelle cellule target di inibitori di chinasi sui recettori
dell’insulina (PC1 e pp63)

MUTAZIONE A CARICO DI IRS1: (proteina di ancoraggio con SH2) Principale substrato
della tirosina chinasi del recettore dell’insulina

ALTERAZIONE DEI LIVELLI DI RAD: che potrebbe bloccare GLUT4 che e il trasportatore
del glucosio sensibile all’insulina

ECCESSO IN CIRCOLO DI TNF: che riduce I'attivita chinasica del recettore per I'insulina



Patogenesi del Diabete Mellito di Tipo 2

predisposizione fattori
genetica ambientali
M [
difetti genetici o
[ multipli ] obesita ]
difetto primitivo insulino-resistenza
delle qellule B dei tessuﬁeriferici

inadeguata secrezione inadeguato utilizzo
di insulina di glucoso

[- iperglicemia ‘

esaurimento funzionale
delle cellule B

diabete di tipo Il



Obesita e diabete di tipo 2

L'obesita € una condizione caratterizzata da eccessivo peso corporeo per accumulo di
tessuto adiposo, in misura tale da influire negativamente sullo stato di salute.

BMI = [peso (kg)] / [altezza (m)]?

<16 |[ gravesoftopese |
16/18 sotfopeso

18/25 || ormopeso
25/30 sOvVrappeso

30/35 (I ebeso 1P grade’
35/40
>40




L'obesita e caratterizzata da uno stato di infiammazione
cronica di basso grado

M1 macrophage<__"~
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Adipocyte
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Normal adipose tissu¢ =3 Enlarged adipose tissue

1
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* TNF-o. « Resistin - ASP
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(Anti-inflammatory adipokines ) FFA
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+ SFRP5
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* Inflammation « IL-18 + ANGPTL2 )
+ Insulin resistance J

* Dyslipidemia P

* NAFLD

Other characteristics of the
metabolic syndrome




La resistenza all'insulina e la sindrome metabolica

l Oszidazione
muscolare
THF-a T 4 cepriria FEA
IL-6 T T Up!’ﬂ-kf.
epatico
FFA
ElucﬂcnrﬁcuidiT
TESSUTO T Produzione
ADTPOs epatica
Insulinnt _ / glucosio e
) trigliceridi
i Alterazione
PPAR-y l segnale
insulinico
Stimolazione Utilizzazione
B-3 adrenergica 1 | periferica

RESTSTEMNSA

,  INSULINICA

ipertensiocne __'___"¥'-H-'!'

—%

e insulina §
C- pancreas

¥ colesterolo KDL S endocring

TG BlODe FFA IL-& sistema nervoso
kLoL cimpatico
WLDL

roteina
-realtngg

_______

. FFA,
FFA
—-< g a®
fibrincgeno ) {%” :
\( Pil-1 - di::-mecti+'

diatesi
tromieatica

L trigliceridi
gocciole intra-muscolari]



Modelli sperimentali del T2DM e dell’obesita

Topo ob/ob Topo DIO
Topo db/db (Diet-Induced Obesity Mouse)




Topo ob/ob e db/db

| topi ob/ob sono un ceppo di topi omozigoti per difetti nel gene obese.

| topi obesi ob/ob sono privi della proteina leptina, il prodotto del gene obese e
segnale ormonale regolatorio del bilancio energetico.

| topi db/db, sono topi omozigoti per un difetto nel recettore della leptina.
Entrambi i ceppi mostrano una sindrome di obesita caratterizzata da una grave
adiposita, iperfagia, ipotermia, iperlipidemia, iperinsulinemia, resistenza all’insulina.



La leptina

Il gene ob (NCBI)

C57BL/6J obl/ob

Zhang Y. et al. “Positional cloning of the mouse obese gene and its human homologue”
Nature (1994) 372, 425-431




La leptina regola il metabolismo energetico
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Il recettore per la leptina (OB-R)

Esistono 6 isoforme del recettore per la leptina
g 5 prodotte da splicing alternativo
:! | | 1 CR
) ‘ . e
PRLR
G-CSFR gpi30 LIFR OSMR Laptin R

[} mmuncgiobulin domain (1) /() Fibronestin type Il domain lﬂlltmnrpmlmll GRH

8 Membrane-cistal CRH | Transmembrane helix A\ giyoosyl-pnosphatdylinasaol anchor

E’ espresso nei i tessuti come i polmoni, il fegato, il muscolo
scheletrico, rene e cervello Hm E !

Appartiene alla famiglia dei recettori per le citochine di classe I.

. : : . B
Ha un dominio extracellulare di legame al ligando, un dominio
transmembrana e un dominio intracellulare necessario per la o
traduzione del segnale.

OBR-b OBR-a OBR-¢ OBR-d OBR-e  OBR-f



Il pathway della leptina

— _b'ﬂug IRSs La leptina agisce sui OB-R dell’ipotalamo,
S0Gs-3 & e N facendo diminuire I'appetito. Determina:
p— d’i 'f-m-K e aumento del rilascio della noradrenalina
| | e aumento di UCP nei mitocondri degli adipociti
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Topo DIO (Diet-Induced Obesity Mouse)

* |l topo DIO (obesita-indotta dalla dieta) € un modello utilizzato per lo studio
dell'obesita e delle patologie associate come T2D, ipertensione, ipercolesterolemia e
aterosclerosi.



Obesita-indotta dalla dieta

Il topo & nutrito con una dieta speciale ad alto contenuto di grassi/zuccheri .

(V) H 0, (V)
DIET % protein % CHO % fat Additional information
kcal kcal kcal
24 58 18 Standard diet used as control
22 61 17 Low glycemic control diet
15 40 45 45% of kcal from milk fat — 30% kcal from sucrose
15 25 60 60% of kcal from fat (milk fat and lard) — 15% kcal
from sucrose
18 22 60 «industry standard» diet




Aumento del peso

Body Weight (g)
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ANALISI ex-vivo
DEI MODELLI SPERIMENTALI




Il Diabete mellito di tipo 1

TOPO NOD
(Non-Obese Diabetic mouse)

in vitro i3 in vivo

| ==

ANALISI DEL PANCREAS MONITORAGGIO GLICEMIA




Analisi del pancreas

Espressione di IDO1 in pDC di topi NOD
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Distruzione selettiva delle cellule B delle insule di Langerhans nel DM 1

Pancreas normale

Colorazione immunoistochimica con anticorpi
anti-insulina (in marrone) e anti-glucagone (in
nero) delle cellule B e a, rispettivamente, delle
insule di Langerhans.

* Pancreas in modellomurinodi DM 1

_ . _ . llinfociti infiltrano I'insula di Langerhans e si ha
. 3 "~ unadistruzione selettiva delle cellule B, mentre
" '&; : le cellule o sono risparmiate. Si osserva anche la
.-' *_ L

R perdita della caratteristica morfologia dell’insula.




Progressiva infiltrazione di immunociti nel pancreas

Normal pancreatic islet Pancreatic islet rejected
by infiltrating T cells

Linfociti T

- = M)
o 00 o O o

p=0.0006

NOD

CTR



Obesita e diabete di tipo 2

TOPO DIO
(Diet-induced Obesity mouse)

in vitro in vivo

| |

ANALISI DELLINFILTRATO MONITORAGGIO del PESO
DEL TESSUTO ADIPOSO e della GLICEMIA




induce l'obesita’
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BODY WEIGHT

n o wmnw O uwum O
< =< MM M o

(8) w3rom Apog

age (week)

9w 10w 11w 12w 13w 14w 15w 16w 17w 18w
e CONEFOl HFD === control SD

8w

7w

\‘ ‘i !._ dw

, r
Iirm-—‘wi“ uQM

|

I ] L]
(o] N O < o
- -

HFD

B

SD

(IBOY) ®¥eyul OLojeD

o
()

o Q — &
(8) uondwnsuod poo g



High-Fat Diet-Induced insulin resistance

Glucose (mg/dL)
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IL-6 (pg/ml)
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Analisi delle proteine e dei lipidi plasmatici
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Analisi morfometrica del tessuto adiposo

Visceral Adipose Tissue (VAT)
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Analisi morfometrica del tessuto adiposo
H&E STAINING
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Analisi dell’infiltrato immunitario nel tessuto adiposo viscerale

OBESO

INFILTRANTING IMMUNE CELLS
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Analisi della produzione citochinica dell’infiltato immunitario del VAT
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Le diverse tipologie di tessuto adiposo
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White adipose tissue vs Brown adipose tissue
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Strategie nel trattamento del diabete

Terapia Farmacologica:
* Ipoglicemizzanti orali

* Insulina

* ACE-inibitori

Terapia non farmacologica:
* Dieta




Terapia Farmacologica

Ipoglicemizzanti orali

« Aumentano la secrezione di insulina: Sulfaniluree o meglitinidi

 Aumentano la risposta all’insulina endogena: Biguanidi (metformina) o tiazolidinedioni
* Modificano l'assorbimento dei carboidrati: Inibitori dell’alfa-glucosidasi

Insulina

e Ultrarapida: emivita 4-5 ore, da praticare 0-15 minuti prima del pasto.
Simile all’insulina endogena.

* Rapida: emivita 6-8 ore, da praticare 20-30 minuti prima del pasto.

* Intermedia: emivita 12-16 ore, picco a 6-10 ore.

e Ultralenta: emivita 18-20 ore.

* Long-acting: glargina e levimir. Emivita 24 e 20 ore rispettivamente



Nuovi target terapeutici per il diabete e l'obesita

Lean state Obese state
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