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La Dedifferenziazione come principale meccanismo nella
patogenesi del Diabete di Tipo 2

Physiologic Process Pathologic Process: Current Theory
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Donatori

Variable Control Diabetes P

Number 15 15 NO WO
: \OG\O\

Gender (M/F) 9/6 7/8 CS\()\’6 \,&NS

2. d\\a\\a‘
Age 56 + 18 66 %\1@‘ o\ NS
A
BMI (kg/m?) 26 + 6 6\\35‘; 2696 NS
Duration of diabetes N/A @ 0366\ 5t 128 N/A

DN
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RegiohakDifferences in Islet Distribution in the Human
Pancreas - Preferential Beta-Cell Loss in the Head Region
in Patients with Type 2 Diabetes

Xiaojun Wang'-%, Ryosuke Misawa'"?, Mark C. Zielinski®, Peter Cowen?, Junghyo Jo*"®, Vipul Periwal?,
Camillo Ricordi®, Aisha Khan®, Joel Szust®, Junhui Shen®", J. Michael Millis’, Piotr Witkowski’,
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		Variable

		Control

		Diabetes

		P



		Number

		15

		15

		NS



		Gender (M/F)

		9/6

		7/8

		NS



		Age

		56 ± 18

		66 ± 17

		NS



		BMI (kg/m2)

		26 ± 6

		29 ± 6

		NS



		Duration of diabetes

		N/A

		12 ± 8

		N/A








Caratteristiche della Beta cellula Dedifferenziata

nell’animale

* La Beta cellula Dedifferenziata NON contiene INSULINA ) Qoo®
altri ormoni pancreatici (per escludere cellule ‘g\a‘)e\
transdifferenziate)

 Mantiene le caratteristiche di cellula ga‘étogﬁi‘ﬁ
dimostrato daII’|mmunoreattlvn@éﬁegoﬁ‘\arkers quali

Sinaptofisina e Cromogr?xrm% ée@a
0

e Fattori di trascrg«&ﬁgem\ﬁdamentall nella beta cellula FOXO1,
NKX6.1, a &ﬂ\?g\déﬁ— sono alterati (non espressione,

e ['espressione ectopica di tali fattori di trascrizione in cellule
non-Beta, indica transdifferenziazione

Talchai C., Cell, 2012




LA DEDIFFERENZIAZIONE COLPISCE IL 30% DELLE BETA CELLULE DEI SOGGETTI DIABETICI
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Cellule Chromogranin A+/4hormones-
aumentano nelle isole dei diabetici
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La Microscopia Elettronica conferma
I'aumento di “Empty cell” nelle isole dei soggetti diabetici

Controlli Diabetici
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La secrezione di insulina e inversamente correlata
al de-differentiation index (in vitro experiment)
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Conclusioni prima parte

 La Beta Cellula dedifferenziata non contiene |r1,w1|na

(Immunofluorescenza — Microscopia elettronica) 5\0\‘,&‘\&
N0 w2
\a@\\: 5%
N2\
600 é\d\\’a
(36

* Mantiene le caratterlstlck\e%@éflula endocrina
O Q(G
(Positivita per Synaptoph\égmba\es\

e\

e L3 secrezméedi insulina & inversamente correlata con
il D@d»l"l’f@l‘éntlatlon score

(In vitro studies-Islets isolation and insulin secretion studies)



. (\6 . ‘a
N
\\’é «5\
\fo

Quali sono le caratteardﬁireﬁe della

o

Beta CeIIng@éﬁiﬁerennata
?@pﬁmﬂe’ uomo?



Insulin

Controlli

Diabetici

O <

\oP
1,50\(a

| FoXO1 ha lo stesso pattern di espressione
FOXO1 mRNA expression . , .
1 . sia nell'uomo sia nel topo:
D - & un marker della Beta Cellula
Controls (v=7) Diabetes (1210 e si riduce nel Diabete di tipo 2
Cinti F.,...P.Marchetti, D.Accili, J Clin Endocrinol Metab. 2016 Mar;101(3):1044-54
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L'espressione di NKX6.1 e MafA si riduce nei diabetici e i fattori di
trascrizione traslocano nel citoplasma, dove sono inattivi
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FoXO1 NKX6.1 DAPI
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Perdita della maturita Beta Cellulare

L'espressione citoplasmatica di NKX6.1 potrebbe
rappresentare un marker per seguire il destino della

beta cellula
Cinti F.,...P.Marchetti, D.Accili, J Clin Endocrinol Metab. 2016 Mar;101(3):1044-54




Espressione dei Progenitor Markers

La beta cellula dedifferenziata del topo esprime 5
progenitor markers quali Neurog3, Oct4, Na‘r})gge@\ﬁ_-

Myc (Talchai, Cell 2012) a\\@(\z@\\a\\?};\\

\\¢

L'Aldeide deidrogenasi (AI.$QH1€§\3)»C§%6ppresenta un nuovo

: W ol . . ..
progenitor marker %@h&ge@g’sso di dedifferenziazione
WO
?%%\gm&l‘ler, Nature Communication 2016
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ALDHl1la3 aumenta in FoxO KO islets
b-triple FoxO (RtKO) progenitor-triple FoxO (PtKO)
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ALDH1a3
STEmM CELLS
CANCER STEM CELLS

Aldehyde Dehydrogenase Activity of Breast Cancer Stem Cells "2
is Primarily Due to Isoform ALDH1A3 and Its Expression e,\Q\OQ

is Predictive of Metastasis 0@
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Genome-wide DNA methylation Egﬁi\l@q@lentlﬁes ALDH1A3 promoter
methylation as a pmgnustic %@?EF cgaﬁ\% G-CIMP- primary glioblastoma
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Array-based DNA methylation and expression profiling
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ALDH1a3 non e espressa da Insulin*cells e

aumenta nelle isole dei diabetici
Controlli Diabeticli

Control  Diabetes Cinti F. et al, JCEM, March 2016



ALDH1A3 e espressa dalle beta cellule dedifferenziate
i.e. cellule con NKX6.1 nel citoplasma negative per insulina
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2R RN
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oM E o wgh
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(PROGENITOR MARKER)

Diabetici

Cinti F. et al, JCEM, March 2016
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Espressione ectopica di FoxO1 in cellule Glucagone*
E un segno di transdifferenziazione beta=>alpha cellulare
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Conclusioni seconda parte

Anche nelll'uomo l|a Dedifferenziazione beta cellulare potrebbe

L] L] L] L] . ‘6‘
rappresentare il principale meccanismo del fthmgzgng‘ beta
‘0\’6
cellulare RO

La transdifferenziazione beta—>alfa ceIIuIarg\\ds)%géﬁebe spiegare

I"iperglucagonemia che si riscontra nei s%gg%‘%;\b@labetlu
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S
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Impllcaggaﬁﬁte?‘apeutlche
?\p$060(\g\(\
Preferire un |@m%Qm%b ‘riposo” della beta cellula e utile per
preserv\aygn‘é\)l@ﬁnzmne
T@&bﬁ?n@ﬁh per il diabete di tipo 2 dovrebbero mirare a
ripristinare la differenziazione delle beta cellule addormentate



Per rallentare i1l declino beta cellulare
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Il processo di dedifferenziazione é gia presente nelle isole dei soggetti NON diabetici

Control Islets without dediff.cells

Controlli

Diabetes Islet
without dediff.cells

Diabetici

R
05\\\\196‘ ¢

NOY . .
Cellute dedifferenziate
sono presenti nel 60%

delle isole dei soggetti
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Nelle isole piu grandi ci sono piu cellule dedifferenziate
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Che cosa innesca il processo di dedifferenziazione?
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 Abbiamo studiato due ceppi di topi genetlcamento% ,
obesi (ob/ob e db/db) in due fasi differenti @4&9‘0\
sviluppo della loro obesita e diabete ( Wi@\‘ﬁk)

e\‘

luce del potentg@ﬁ%\wﬁ |n|b|tor|o della stimolazione

noradrer)& Y‘é@\@ﬁﬁa secrezione insulinica
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l. Giannulis et al,Nutr Metab
Cardiovasc Dis. 2014.



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/eutils/elink.fcgi?dbfrom=pubmed&retmode=ref&cmd=prlinks&id=24462047

Metodi

 Immunoistochimica: Tirosina Idrossilasi (TH) e stata
utilizzata come marcatore di cellule e fibre cont%ggc@ﬁ'

noradrenalina (\ad\‘;\@:\\
: : : PP -
 Microscopia elettronica: quantlflcazQ{aé?a@H%
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Significativo aumento dell’area delle fibre TH+
nei db/db rispetto ai controlli

Area of TH+ fibers in islets
(Um?2/100um?)

TH= tyrosine hydroxylase

|. Giannulis et al,Nutr Metab
Cardiovasc Dis. 2014.



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/eutils/elink.fcgi?dbfrom=pubmed&retmode=ref&cmd=prlinks&id=24462047

Significativo aumento di cell. TH+
nei db/db rispetto ai controlli
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/eutils/elink.fcgi?dbfrom=pubmed&retmode=ref&cmd=prlinks&id=24462047

Le strutture sinaptoidi a contatto con le beta cellule
aumentano negli ammall dlabet|C|
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Innervazione delle isole nell’luomo
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R. Rodriguez Diaz, Cell Met July 2011



Nell’'uomo le fibre TH si localizzano principalmente
attorno ai vasi

0.00304

000154

0.00104

A . i :
. éﬁéhza?ﬁ’ analisi dell’ultrastruttura (microscopia elettronica)
e Pancreas di soggetti diabetici non sono stati studiati

R. Rodriguez Diaz, Cell Met July 2011
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Conclusioni e prospettive

*|| processo di dedifferenziazione inizia prima
dello sviluppo della malattia o

el'innervazione noradrenerglca,cp?; be
essere responsabile delamcz%&@féo di

W\ 2
dedn‘ferenmazmngC O e

?@P\“G <\‘3‘“6

ol |den;d¢ﬁ?¢@z?6ne di possibili meccanismi
rg@@‘%@@ofarl che regolano la plasticita insulare,
potrebbero aiutare a contrastare o ritardare |l
deficit di secrezione responsabile della
comparsa del diabete.
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