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cellule pancreatiche per1a o, imenodimecina i precisione e rieneratva e v onica-
terapia del diabete  universitadegii studidi Bari Aldo moro
mellito dl tipO 2 e DO https://doi.org/10.30682//ildia2403f
Pharmacological targeting strategies
to pancreatic beta-cells for the
therapy of type 2 diabetes mellitus

ABSTRACT

Targeted drug delivery to pancreatic beta-cells could represent a promising therapeutic option for the treatment of type 2 diabetes (T2D), as it
can improve the efficacy of a drug and reduce the required doses and side effects. We will discuss strategies to target pancreatic beta-cells for the
treatment of TzD, describing the possibility of inducing drug expression specifically in beta-cells, the available drug carriers, the peptides that can
be used for active targeting, and the most suitable routes of administration to direct a drug to beta-cells.

KEYWORDS
Type 2 diabetes mellitus, pancreatic beta-cells, pharmacological targeting.

INTRODUZIONE

Il deficit di massa funzionale delle beta-cellule pancreatiche secernenti insulina é una condizione necessaria e precoce
per lo sviluppo del diabete di tipo 2 (DMT2) (1-3).

Esso e influenzato sia da fattori genetici che da fattori ambientali: livelli aumentati di glucosio e/o acidi grassi, intro-
dotti nella dieta o dovuti a condizioni dismetaboliche (come obesita e stile di vita sedentario), infatti, aumentanoil ca-
rico metabolico provocando inflammazione cronica sistemica, resistenza all'insulina e aumento dei livelli di glucosio
nel sangue; le beta-cellule pancreatiche compensano inizialmente 'aumento della glicemia producendo e secernendo
maggiori quantita di insulina; tuttavia, nel tempo (a seconda delle diverse suscettibilita genetiche individuali), l'e-
levato carico metabolico promuove la morte e la disfunzione delle beta-cellule pancreatiche. L'iperglicemia cronica e
l'iperlipidemia, in particolare, svolgono un ruolo cruciale nell'indurre disfunzione delle beta-cellule in questa fase,
agendo attraverso meccanismi generalmente definiti di “gluco-/lipotossicita”. Di conseguenza, la secrezione di insu-
lina non e piu sufficiente per compensare gli elevati livelli di glucosio nel sangue, determinando alterata tolleranza al
glucosio (IGT), iperglicemia conclamata e DMT2 (1, 3).
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A conferma, la funzione beta-cellulare é gia ridotta nei pazienti con IGT e ancora di pill nei soggetti con DMT2 (4).
Secondo lo U.K. Prospective Diabetes Study, essa é ridotta del 50% alla diagnosi e subisce un declino del 5% ogni anno,
suggerendo che I'inizio del deterioramento possa avvenire diversi anni prima dell'insorgenza della malattia (5). Oltre
alla funzione, anche la massa beta-cellulare ¢ ridotta nei soggetti con DMT2 (6-7).

Pertanto, ripristinare la funzionalita ed il numero delle beta-cellule pancreatiche rappresenta un obiettivo cruciale
per la prevenzione e la terapia del diabete. Oggigiorno, diversi farmaci utilizzati nella terapia del DMT2 sono in grado
di esercitare effetti benefici sulla vitalita e funzionalita delle beta-cellule pancreatiche, cosi contribuendo al controllo
dell'omeostasi glicemica (2).

Tuttavia, generalmente solo una piccola frazione dell’agente terapeutico somministrato per via sistemica raggiunge
le isole, sparse nel pancreas, cosi come le beta-cellule che le compongono. Pertanto, la somministrazione mirata alle
isole pancreatiche (e ancor pili alle beta-cellule) potrebbe migliorare notevolmente l'effetto terapeutico, ridurre la dose
richiesta e quindi anche gli effetti collaterali del farmaco. Inoltre, il targeting beta-cellulare potrebbe limitare gli effetti
indesiderati dovuti non solo all’alta dose ma anche all’azione sistemica e off-targets di farmaci agenti principalmente
sulle beta-cellule pancreatiche (8).

Il targeting beta-cellulare potrebbe potenziare e migliorare gli effetti di molecole ancora sperimentali per la terapia del
DMTo2. E il caso, ad esempio, dei farmaci a RNA, che oggi (in seguito allo sviluppo del vaccino anti-COVID) stanno ve-
dendo il crescente interesse della comunita scientifica: essi sono costituiti da molecole labili e cariche negativamente,
che possono facilmente subire degradazione quando immesse in circolo e che difficilmente attraversano le membrane
che le separano dal target (9-10). In questi casi, la possibilita di mirare in maniera specifica alle beta-cellule pancrea-
tiche potrebbe risultare estremamente vantaggiosa.

In questa rassegna, saranno descritte le strategie per la somministrazione di farmaci mirata alle beta-cellule pancre-
atiche e finalizzata alla terapia del DMTa.

ESPRESSIONE BETA-CELLULA SPECIFICA DI UN FARMACO MEDIATA DAL PROMOTORE DEL GENE DELL'IN-
SULINA

Quando si parla di targeting farmacologico delle beta-cellule pancreatiche, inevitabilmente si ritiene di poter sfruttare
innanzitutto la peculiare capacita di tali cellule di esprimere abbondanti livelli di insulina.

Il promotore del gene dell'insulina puo, infatti, essere complessato ad una molecola codificante per un farmaco, al fine
di farlo esprimere unicamente in beta-cellule.

Lee M. e colleghi, ad esempio, hanno progettato un plasmide codificante la citochina antinfiammatoria IL-4, control-
lato dal promotore del gene per l'insulina di ratto, per la prevenzione del diabete autoimmune (Tab. 1). Il plasmide,
veicolato alle cellule tramite un nanocarrier lipopolimerico, determinava un’elevata espressione di IL-4, pit in beta-
cellule che in altre linee cellulari, in vitro; 'espressione di IL-4, inoltre, rispondeva ai livelli di glucosio ed il costrutto
non provocava citotossicita (11).

Similmente, in un altro lavoro, un plasmide esprimente RNA antisenso per 'autoantigene decarbossilasi dell’acido
glutammico (CAD) e stato posto sotto il controllo del promotore dell'insulina. La somministrazione in vivo del plasmi-
de, tramite un carrier polimerico, ha determinato la repressione dell’espressione di GAD specificamente nelle beta-cel-
lule, senza alcun effetto sui livelli di GAD in altri organi né effetti collaterali sulla normale funzione del pancreas (12).
Sebbene efficace, questa strategia di espressione specifica del farmaco nelle beta-cellule non & sempre attuabile, in
quanto limitata dalla tipologia e complessita della molecola farmacologica da produrre, dalla capacita di un veicolo di
contenere un costrutto adeguato allo scopo, ecc. (8).

Oltretutto, seppure generalmente ritenuta unicamente espressa a livello beta-pancreatico, I'insulina e anche espressa
a livello cerebrale, dove svolge interessanti e non ancora del tutto chiarite funzioni (13-14). Pertanto, per uno specifico
targeting beta-cellulare, bisognerebbe tener conto di questo aspetto, ad esempio, selezionando I'accesso di un eventuale
veicolo/vettore del costrutto genico al pancreas e/o impedendo al veicolo il passaggio della barriera ematoencefalica.
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Tabella1 @ Caratteristiche, obiettivi e risultati degli studi sul targeting delle beta-cellule pancreatiche

OBIETTIVO

Produzionedell'lL-4

antinflammatoria
in beta-cellule
pancreatiche

Repressione
dell'espressione di

GAD in beta-cellule

pancreatiche

Trasporto specifico

diagente immu-
nosoppressivo alle
isole pancreatiche

Targeting del-

le beta-cellule
pancreatiche per
il trasferimento di
acidi nucleici

Modulazione

del miR-216a

in beta-cellule
pancreatiche per
il trattamento del
diabete mediante
induzione della
proliferazione

Targeting delle
beta-cellule pan-
creatiche

Delivery di un pla-
smide codificante
RAE1-y alle cellule
insulari median-
te un polimero
contenente un
peptiderivolto alla
microvascolatura
dell'isola

CARICO

Plasmide codi-
ficante IL-4

Plasmide co-

dificante RNA
antisenso per
GAD

Genisteina

RNA antisenso
per miR-375

miR216a mimic/
inibitore

Plasmide
codificante
luciferasi

Plasmide codi-
ficante RAE1-y

VEICOLO

Nanocarrier
lipopolimerico
idrosolubile

PEG-g-PLL

PLGA-b-PEG-
COOH

Carrier liposomi-
co di sfingomie-
lina, etilfosfa-
tidilcolina e
colesterolo (ratio
3:4:3)

Nanoparticelle
di ossido diferro

PEI-PEG-Fab’

(p(CBA-DAH)/
PEG/peptide
rivolto alla mi-
crovascolatura
dell'isola

STRATEGIA
DI TARGETING

Espressione
del plasmide
codificante IL-4
controllata

dal promotore
dell'insulina

Espressione

del plasmide
codificante RNA
antisenso per
GAD controllata
dal promotore
dell'insulina

Peptide in grado
diraggiungere
la microvascola-
tura delleisole
(CHVLWSTRKC)

Particolare com-
posizione lipidica
del carrier

Somministrazio-
neintrapancrea-
tica duttale

Fab'anti-GAD

Peptide rivol-
to arecettori
sull’endotelio

della microvasco-

latura dell'isola
pancreatica
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RISULTATO

Produzione abbon-
dante e responsiva

al glucosio dilL-4
specificatamentein
beta-cellule pancrea-
tiche, invitro

Repressione dell’e-
spressione dell'au-
toantigene GAD
specificatamentein
beta-cellule pancrea-
tiche, invivo

Aumento di200 volte
dell'effetto immu-
nosoppressivo della
genisteina

Internalizzazione
del carrier, rilascio
dellRNA antisenso,
riduzione di miR-375
ed aumento della
secrezione insulinica
invitro

Incremento della
proliferazione e
miglioramento della
funzione beta-cel-
lulare

Targeting beta-cellu-
lare (in vitro)

Targeting delle cellule
dell'isola e preven-
zione del diabete di
tipo1

TARGET
RAGGIUNTO

Beta-cellule
pancreatiche
(invitro)

Beta-cellule
pancreatiche

Isole pancrea-
tiche

Beta-cellule
pancreatiche
(invitro)

Isole pancrea-
tiche

Beta-cellule
pancreatiche
(invitro)

Isole pancrea-
tiche

REFERENZA

LeeMetal.,,
2001"

Lee Metal.,
20017

Gosh Ketal.,
20127

Yamada et
al., 2014

Wang Petal,
2020%

Jeong JH et
al., 2005%

Blevins KS et
al., 2012/
JooWSetal.,
2012%:36

(segue)



MEDICINA TRASLAZIONALE

OBIETTIVO

Trasferimento ge-
nico alle beta-cel-
lule pancreatiche

Incremento di
VEGF-Ainisole
trapiantate per
aumentare la
densita vascolare e
lafunzionalita del
trapianto

Trasporto di mRNA
alle beta-cellule
pancreatiche me-
diante LNP

Studio degli effetti
del tipo di fosfolipi-
de e delle dimen-
sionidelle LNP sulla
loro distribuzione
invivo e nelleisole
pancreatiche

Somministrazione
mirata di oligonu-
cleotidi antisenso
(ASO) alle beta-cel-
lule pancreatiche

Somministrazione
mirata di oligonu-
cleotidi antisenso
(ASO) alle beta-cel-
lule pancreatiche

CARICO

Plasmide codi-
ficanteinsulina
umana o eso-
chinasil sotto
il promotore
del gene per
I'insulina

Plasmide codi-
ficante VEGF-A

mRNA codi-
ficante per
luciferasi

ASOversoun
trascritto di
RNA non codifi-
cante altamen-
te espressoin
molti tessuti
(MALATY)

ASO verso
I'mRNA di IAPP

VEICOLO

Microbolle
fosfolipidiche
contenentigas

Microbolle
fosfolipidiche
contenentigas

LNP ionizzabili

Diverse formu-

lazioni di LNP, di
diverse dimen-

sioni

STRATEGIA
DI TARGETING

Distruzione di
microbolle mi-
rata al pancreas
tramite ultrasuo-
ni ed espressione
genica mirata
alle beta-cellule
tramite plasmide
codificante sotto
il promotore del
genedell'insulina

Distruzione di mi-
crobolle mirata
alleisole umane
trapiantate nel
fegato ditopo
tramite ultra-
suoni

LNP cationichee
somministrazio-
neintraperito-
neale

Particolare
formulazionee
dimensione delle
LNP

Coniugazione
delllASO ad un li-
gando del GLP-1R

Coniugazione
delllASO ad un li-
gando del GLP-1R
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RISULTATO

Espressione beta-
cellula specifica di
insulinaumana o
esochinasilin ratti,
con conseguente
aumento del peptide
Cumano circolante e
diminuzione dei livelli
di glicemia nel primo
caso, ed aumento dei
livelli di esochinasil e
diinsulinemia, non-
chériduzione della
glicemia, nel secondo
caso

Incrementata espres-
sione di VEGF-Aa
livello delleisole,
maggiore densita va-
scolare e funzionalita
del trapianto

Targeting dell'isola
pancreatica median-
te LNP cationiche e
somministrazione
intraperitoneale

Le LNP che maggior-
mente raggiungono
I'isola pancreatica
sono quelle a base
di1,2-dioleoyl-sn-
glicero-3-fosfocolina
(DOPC), ditbonm
didiametro, >40%
di colesterolo e >3%
di PEG

Somministrazione
mirata di ASO alle
beta-cellule pancre-
atiche

Somministrazione
mirata di ASO alle
beta-cellule pancre-
atiche eriduzione dei
livelli di IAPP, in vivo

TARGET
RAGGIUNTO

Beta-cellule
pancreatiche

Isole pancrea-
tiche

Isole pancre-
atiche (perlo
pit beta-
cellule)

Isole pancrea-
tiche

Beta-cellule
pancreatiche

Beta-cellule
pancreatiche

REFERENZA

ChenSetal.,
20067

Shimoda M
etal., 2010%

Melamed JR
etal., 2023%

OgumaTet
al., 2024*

Ammala C et
al, 201833

KnerrLetal.,,
20215
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VEICOLI PER IL TARGETING DELLE BETA-CELLULE PANCREATICHE

Il farmaco da indirizzare alle beta-cellule pancreatiche puo essere modificato nella struttura ed essere complessato ad
una molecola in grado di effettuare il targeting (vedi paragrafo successivo) oppure venire veicolato tramite carrier al sito
di interesse (8).

La scelta dell'una o dell’altra opzione é dettata dalle specifiche caratteristiche del farmaco (natura della molecola, strut-
tura, farmacocinetica, farmacodinamica, immunogenicita, ecc.) e dalla tipologia dei tessuti da raggiungere (15-16).
Non esiste una vera e propria classificazione netta dei numerosi carrier ad oggi disponibili in ambito farmacologico
o0 in via di sviluppo. Tuttavia, essi possono essere classificati sommariamente, in base alla loro natura, in organici o
inorganici. Tra i carrier organici, oltre ai vettori virali per il trasferimento di materiale genico, esistono le nanoparti-
celle lipidiche (come liposomi e micelle, costituiti rispettivamente da un doppio o unico strato lipidico di rivestimento)
e le nanoparticelle polimeriche (15-17). Sempre tra i carrier organici, sono emergenti in ambito terapeutico le vescicole
extracellulari (esosomi, microvescicole ecc.), ossia vescicole nanometriche prodotte dalle cellule stesse e implicate nel-
la comunicazione intercellulare, sia in processi fisiologici che patologici, in grado di trasportare acidi nucleici, pro-
teine e fattori immunoregolatori (18). Tra le nanoparticelle inorganiche, ricordiamo invece, ad esempio, quelle basate
sui metalli (19). Dimensioni, forma, carica e chimica superficiali, resistenza meccanica, porosita e altre proprieta di
questi materiali possono essere modificate per ottenere il targeting desiderato (17).

Un carrier, generalmente, riconosce il sito in cuirilasciare il farmaco tramite un’individuazione attiva o passiva dell’'o-
biettivo (20). Nel primo caso, il carrier ¢ munito di moduli superficiali di riconoscimento specifici per la cellula target,
come ligandi o anticorpi verso recettori o proteine di membrana caratteristiche della cellula bersaglio; nel secondo
caso, invece, il raggiungimento del target avviene per solubilizzazione, permeabilita e/o ritenzione del carrier nel
tessuto. Esistono, ad esempio, carrier in grado di rilasciare il farmaco solo in presenza di un determinato pH o di una
data temperatura, perché solo in tali condizioni il carrier subisce degradazione, consentendo il rilascio del farmaco
presente al suo interno. Questo approccio é particolarmente utilizzato nel trattamento di masse tumorali, caratte-
rizzate generalmente da alterati pH e temperatura rispetto al tessuto sano, ma non ha finora trovato applicazione nel
targeting farmacologico per la terapia del diabete.

Per il trattamento del diabete, tuttavia, sono stati sviluppati diversi tipi di veicoli in grado di effettuare targeting attivo
o passivo delle isole pancreatiche (Tab. 1).

Gosh K. e colleghi, hanno progettato nanoparticelle, costituite da un copolimero a blocchi di polietilenglicole-B-
poli(lattide-co-glicolide) (PLGA-b-PEG-COOH) coniugato ad un peptide in grado di raggiungere la microvascolatura
delle isole, che incorporavano l'agente antinfiammatorio genisteina. Tali nanoparticelle legavano piu facilmente le
cellule endoteliali delle isole pancreatiche, determinando un aumento di 200 volte dell’effetto immunosoppressivo
della genisteina (21).

Yamada Y et al. hanno, invece, targetizzato le beta-cellule pancreatiche tramite un carrier liposomico composto da
sfingomielina, etilfosfatidilcolina e colesterolo (ratio 3:4:3), veicolando tramite esso un RNA antisenso verso il miR-375
ed ottenendo 'aumento della secrezione di insulina (22). Tuttavia, questi esperimenti sono stati condotti esclusiva-
mente in vitro, in cellule murine MING e non vi sono conferme della capacita del carrier di targetizzare selettivamente
le beta-cellule mediante esperimenti in vivo in modelli animali o ex vivo su isole pancreatiche.

Nanoparticelle di ossido di ferro, somministrate per via intrapancreatica duttale, invece, sono state utilizzate per
veicolare un analogo del miR-216a (induttore di proliferazione nelle beta-cellule) in isole di topi diabetici, cosi incre-
mentando la proliferazione e migliorando la funzione beta-cellulare (23). In questo caso, & stato possibile verificare che
le nanoparticelle di ossido di ferro raggiungessero il pancreas mediante risonanza magnetica.

Jeong J.H. e colleghi hanno sviluppato un veicolo mirato alle cellule insulari coniugando il frammento anticorpale Fab’
anti-GAD alla polietilenimmina (PEI) tramite un linker PEC (PEI-PEG-Fab’). Questa strategia ha consentito di mirare
selettivamente alle beta-cellule e non a cellule non esprimenti GAD, in vitro. Tuttavia, non ¢ stata testata la capacita del
carrier di raggiungere selettivamente il pancreas e le beta-cellule, mediante esperimenti in vivo o ex vivo in isole (24).
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Il polimero cationico poli(cistamina bisacrilamide-diamino esano) (p(CBA-DAH)), il PEG e un ligando di recettori della
microvascolatura delle isole sono stati assemblati a formare un carrier per il trasporto di un plasmide codificante il
gene RAE-1 (retinoic acid early inducible gene-1) solubile, per ridurre I'insulite e la infiltrazione di cellule T CD8+, quindi l'in-
sorgenza di DMT1, in topi non obesi diabetici (NOD) (25-26).

Un altro studio descrive un metodo di targeting delle isole pancreatiche basato sull'incorporazione di plasmidi nel
guscio fosfolipidico di microbolle piene di gas, che venivano poi infuse nel modello animale e distrutte all’'interno
della microcircolazione pancreatica mediante ultrasuoni. La somministrazione specifica di geni alle beta-cellule
era ulteriormente ottenuta utilizzando un plasmide contenente un promotore dell'insulina (27). Similmente, in
un altro lavoro, microbolle contenenti un plasmide codificante VEGF-A (Vascular Endothelial Growth Factor A) sono state
distrutte nel fegato di un modello murino mediante ultrasuoni, al fine di targetizzare le isole umane trapiantate
proprio a livello epatico. Questo approccio ha permesso 'incremento della vascolarizzazione e della funzionalita del
trapianto (28).

Per quanto concerne i carrier basati su nanoparticelle lipidiche (LNP), diversi studi dimostrano come specifiche formu-
lazioni possano favorire il targeting pancreatico, sfavorendo il loro piti probabile reclutamento a livello epatico. Le LNP
contenenti lipidi cationici, ad esempio, possono favorire il targeting pancreatico sia dopo somministrazione endovenosa
ma soprattutto con l'ausilio di una somministrazione intraperitoneale, piti vicina al pancreas (29). In questo caso, un
ruolo determinante per il trasferimento del carico a livello pancreatico é svolto anche dai macrofagi peritoneali, in gra-
do essi stessi di inglobare LNP e di effettuare “trasferimento orizzontale” del contenuto delle nanoparticelle mediante
secrezione di vescicole (29). Inoltre, dal momento che le isole pancreatiche sono separate dal tessuto esocrino circostan-
te da una sottile membrana basale con componenti della matrice carichi negativamente (30), le LNP contenenti lipi-
di cationici possono interagire favorevolmente con la membrana peri-insulare, distribuendo l'agente farmacologico
all'interno delle isole (29).

Uno studio recente ha valutato gli effetti di diverse formulazioni e dimensioni di LNP, somministrate per via siste-
mica, sul targeting delle isole pancreatiche in modelli murini, concludendo che le LNP che maggiormente arrivano
nell’isola pancreatica sono quelle a base di 1,2-dioleoyl-sn-glicero-3-fosfocolina (DOPC), di 160 nm di diametro, >40% di
colesterolo e >3% di PEG (31).

Sebbene i nanocarrier offrano diversi potenziali vantaggi attraverso la somministrazione mirata di agenti terapeutici,
'applicazione di nanoparticelle puo determinare effetti collaterali e tossicita, soprattutto in seguito alla loro aggrega-
zione (32). Le informazioni sulla tossicita dei nanocarrier di nuova generazione sono limitate, per cui sono necessari
ulteriori studi a riguardo.

Per quanto concerne invece le vescicole extracellulari, gli esosomi (piccole vescicole dal doppio strato fosfolipidico, che
trasportano proteine funzionali e acidi nucleici regolatori) sono emersi come un nuovo possibile strumento terapeutico
per la distribuzione di acidi nucleici, soprattutto per il trattamento del DMT1. E stato, infatti, dimostrato in diversi
lavori che le cellule staminali mesenchimali sono in grado di trasferire fattori (fisiologicamente presenti o indotti) in
esosomi e tramite essi, veicolarli ad isole pancreatiche trapiantate, promuovendone la funzione ed inibendo il rigetto
immunitario (33-35). Gli esosomi derivati dalle stesse beta-cellule, inoltre, possono preservare l'architettura e la vasco-
larizzazione delle isole in modelli murini di DMT1 (36). Seppure questo argomento non sia stato approfondito, & possi-
bile che gli esosomi derivati dalle beta-cellule (o da altre cellule dell’isola) possano effettuare targeting beta-cellulare.
Nonostante gli esosomi sembrino agenti promettenti, bisognerebbe standardizzarne le procedure di isolamento e se-
lezionare attentamente i donatori, dal momento che tali vescicole possono veicolare agenti infettivi, ormoni, miRNA
e oncoproteine (37-38).

In conclusione, diversi tipi di veicoli sono stati utilizzati per il targeting attivo o passivo delle isole pancreatiche (Tab.
1). Tuttavia, il raggiungimento selettivo della beta-cellula pancreatica all'interno dell'isola non sembra essere stato
ottenuto e dimostrato in maniera esaustiva con nessuno dei carrier descritti.
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Figura1 @ Caratteristiche dei peptidi per il targeting attivo delle beta-cellule pancreatiche
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Localizzazione e livelli di espressione genica (intensita del colore) di GLP-1R, GPR44, SUR1 e ZnT-8 in soggetti femminili o maschili.
Box giallo: livelli di espressione nel pancreas. 3, a, 6, ¢, PP, NEC = livelli di espressione rispettivamente in cellule pancreatiche beta,
alfa, delta, epsilon, PP e cellule non endocrine; «+++» = MOIto espresso; «++» = eSpresso; «+» = poCo eSpPresso; «-» = NON espresso;
«+/-» = espressione controversa; «?» = espressione non valutata; «v» o «X» = vantaggio o svantaggio ai fini del targeting. Immagini
adattate da Human Protein Atlas (www.proteinatlas.org); per altririferimenti bibliografici, consultare il testo (paragrafo corrente).

TARGETING ATTIVO MEDIANTE LEGAME DI PEPTIDI A MOLECOLE DI SUPERFICIE CHE CARATTERIZZA-
NO LE BETA-CELLULE PANCREATICHE

Una delle strategie piu sfruttate per indirizzare farmaci specificatamente ad un tipo cellulare e quella di complessare
la molecola farmacologica (o il veicolo che la contiene) con anticorpi/ligandi in grado di legare specificatamente mole-
cole di superficie che caratterizzano in maniera possibilmente esclusiva la cellula target.

Nel paragrafo precedente, sono stati citati esempi di veicoli complessati a peptidiin grado di riconoscere la microvasco-
latura dellisola pancreatica (21, 25-26) o la beta-cellula esprimente GAD nel DMT1 (24).

Tuttavia, affinché questa strategia trovi applicazione nel targeting beta-cellulare finalizzato al trattamento del DMT2,
le molecole di superficie da bersagliare dovrebbero avere necessariamente alcune caratteristiche: i.) essere abbondan-
temente espresse sulla superficie delle beta-cellule; ii.) non essere espresse sulla superficie di cellule/tessuti extra-
pancreatici; iii.) non essere espresse in cellule pancreatiche esocrine o in cellule pancreatiche endocrine diverse dalle
beta-cellule; iv.) essere espresse nel paziente con DMT2; v.) avere sequenza proteica ed espressione tissutale conservati
in diverse specie (per facilitarne lo studio preclinico); vi.) quando legato da un anticorpo o ligando, non provocare alte-
razioni nella sopravvivenza o funzione delle beta-cellule.

Le molecole di superficie beta-cellulare che piui rispecchiano queste caratteristiche sembrano essere il recettore del
glucagon-like peptide 1 (GLP-1R), il recettore accoppiato a proteina G 44 (CPR44), il recettore delle sulfoniluree 1 (SUR1)
e il trasportatore dello zinco 8 (ZnT-8) (Fig. 1).

GLP-1R
Ilrecettore del GLP-1 ¢ gia di per sé un bersaglio terapeutico nel trattamento del DMTz2. Nelle beta-cellule, infatti, la sua

attivazione incrementa il rilascio di insulina glucosio-dipendente ed induce numerosi altri effetti positivi su vitalita
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e funzione beta-cellulare. In altri organi, l'attivazione del GLP-1R determina effetti pleiotropici che contribuiscono a
determinare la sua azione ipoglicemizzante e benefica (39-43). Per questi motivi, oggigiorno, diversi agonisti del GLP-
1R sono in uso nella pratica clinica per il trattamento del DMT2 (43).

Oltre che come bersaglio terapeutico, il GLP-1R & stato anche ampiamente studiato ed utilizzato per il targeting delle
isole pancreatiche finalizzato alla diagnostica per immagini (44-45). Tramite il legame del CLP-1R a marcatori, € stato
infatti possibile visualizzare la massa endocrina a livello pancreatico in studi preclinici e clinici, suggerendo la possi-
bilita di diagnosticare e seguire la progressione della patologia diabetica mediante misurazione della perdita di massa
beta-cellulare.

I1 GLP-1R ha un’espressione abbondante sulla superficie delle beta-cellule pancreatiche. Tuttavia, seppure in minore
misura e seppure vi siano lavori contrastanti a riguardo, esso sembra essere anche espresso in altre cellule endocrine
dellisola pancreatica (alfa cellule, delta-cellule, cellule epsilon ecc.). Inoltre, il CLP-1R ¢ presente anche sulla superfi-
cie di cellule esocrine del pancreas e di alcune cellule extrapancreatiche (46-49). Pertanto, eventuali ligandi del CLP-1R
complessati a molecole farmacologiche libere o veicoli potrebbero indirizzare le stesse verso cellule e tessuti diversi
dalle beta-cellule pancreatiche.

Un altro aspetto da considerare é che il CLP-1R puo essere meno espresso in soggetti diabetici rispetto ai sani. Diversi
lavori dimostrano, infatti, che i livelli di GLP-1R sono ridotti in beta-cellule esposte a glucotossicita e/o lipotossicita,
che caratterizzano il milieu diabetico (50-51). Nonostante cio, livelli di GLP-1R adeguati ad ottenere il targeting median-
te utilizzo di opportuni ligandi sono stati riscontrati in modelli di obesita o diabete (44-45).

Sebbene la maggior parte degli studi preclinici siano effettuati in modelli di roditori, non é ancora chiaro se vi pos-
sano essere variazioni specie-specifiche legate alla struttura del GLP-1R e alla capacita di taluni anticorpi/ligandi di
legarvisi (46, 52).

In un lavoro del 2018, un oligonucleotide antisenso (ASO) per un trascritto di RNA non codificante espresso in molti
tessuti (trascritto 1 dell’adenocarcinoma polmonare associato alle metastasi, MALAT1) coniugato a un ligando del
GLP-1R era in grado di giungere selettivamente alle beta-cellule pancreatiche sia in vitro che in vivo. 'ASO, inoltre,
erain grado di silenziare il bersaglio nelle isole pancreatiche a dosi che non influenzavano l'espressione dello stesso
nel fegato o in altri tessuti, indicando una buona specificita del targeting (53). Tuttavia, lo specifico raggiungimento
della beta-cellula pancreatica rispetto alle altre cellule dell’isola é stato parzialmente dimostrato mediante un unico
esperimento di imaging. La stessa strategia di coniugazione di un ASO ad un ligando del CLP-1R é stata applicata per
ottenere la riduzione dell’espressione del polipeptide amiloide delle isole pancreatiche (IAPP), fattore proapoptotico,
in isole di topi (54).

GPRg4g

11 GPR44 é anche noto come recettore 2 della prostaglandina D2. E un recettore transmembrana accoppiato a G, attivato
dalla prostaglandina endogena D2, che agisce negativamente sulla produzione di cAMP (55-56).

I1 GPR44 ¢ espresso sulle cellule del sistema immunitario, in particolare cellule TH2 ed eosinofili, ed e coinvolto nella
chemiotassi (57). Difatti, sono stati sviluppati numerosi antagonisti del GPR44 per il trattamento dell’allergia e dell’a-
sma e molti di essi sono gia impiegati in studi clinici (58-59).

I1 CPR44, inoltre, ¢ espresso a livello dei follicoli piliferi, dove I'azione della prostaglandina endogena D2 é stata colle-
gata all’'alopecia da caduta dei capelli, innescando la ricerca su un potenziale ruolo degli antagonisti del GPR44 come
trattamento per la calvizie (60-61).

A livello pancreatico, il GPR44 ¢ altamente espresso nelle beta-cellule ma non nel tessuto esocrino né in altre cellule
endocrine del pancreas, sia in umani che in primati non umani e in maiali (62). Questa peculiare caratteristica del
GPR44 puo rappresentare un vantaggio da sfruttare ai fini del targeting selettivo delle beta-cellule nel pancreas.

Il GPR44 risulta assente nelle isole insulino-negative di soggetti con DMT1 ma presente nel pancreas di soggetti con
DMT2 (62-63). Difatti, il GPR44 ¢ stato anche utilizzato con successo come marcatore di massa beta-cellulare in tecni-
che di imaging (63-66).
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Sebbene ci si aspetti che l'attivazione del signaling del CPR44 inibisca la secrezione di insulina (essendo il GPR44 un
inibitore della produzione di cAMP), la somministrazione orale di un inibitore del GPR44 non ha portato ad un incre-
mento della secrezione di insulina nei pazienti con DMT2 (67). Tuttavia, I'antagonismo del GPR44 € stato in grado di
migliorare la funzione delle isole pancreatiche in condizioni di inflammazione e iperglicemia (68).

Infine, la struttura proteica del CPR44 ha un’identita dell’8o% tra la specie murina ed umana e il GPR44 é 3 volte piu
presente nelle isole umane rispetto alle isole di topo e poco presente in linee cellulari di ratto (62, 69). Queste diffe-
renze specie-specifiche andrebbero considerate nel valutare la traslabilita all'uomo di risultati sperimentali ottenuti
mediante modelli animali.

SUR1

SUR1 é una subunita del canale del potassio ATP-dipendente delle beta-cellule pancreatiche e un regolatore del rilascio
diinsulina (70). Esso e target farmacologico della classe delle sulfaniluree, attualmente sul mercato per il trattamento
del DMT2 (71).

E altamente espresso in beta-cellule ma anche in altre cellule pancreatiche endocrine (72), nel tessuto esocrino (73) e in
cellule extrapancreatiche, come quelle cerebrali (74).

La sequenza e il pattern di espressione sono per lo pitt conservati in roditori e nell'uomo (72).

SUR1 é stato suggerito come potenziale biomarcatore per le isole pancreatiche (75) e il suo targeting ha dato risultati pro-
mettenti in studi finalizzati all'imaging della massa beta-cellulare (76-77).

Numerosi derivati delle sulfaniluree radiomarcati sono stati utilizzati per tali studi. Tuttavia, tali sonde non sono
riuscite a raggiungere una specificita sufficiente per le beta-cellule, determinando invece poco accumulo del segnale
specifico nel pancreas e segnali di fondo elevati (78-79). Sebbene un derivato della mitiglinide sia stato segnalato come
potenziale sonda per l'imaging delle beta-cellule con specificita piu elevata (77), nessuna delle sonde disponibili mirate
a SUR1 é ancora attualmente in uso nella pratica clinica.

ZnT-8

Zinc Transporter 8 (ZnT-8) e un trasportatore dello zinco, localizzato nella membrana dei granuli secretori e coinvolto
nei meccanismi di secrezione insulinica delle beta-cellule pancreatiche (80). La localizzazione di ZnT-8 sulla superficie
cellulare e favorita dalla fusione dei granuli secretori con la membrana plasmatica (81,82).

ZnT-8 ha un ruolo ancora controverso: sebbene sia stato dimostrato che la sua downregolazione possa provocare ridu-
zione del contenuto insulinico e della secrezione insulinica glucosio-indotta (81, 83-84), in un recente lavoro emerge
che la sua carenza migliora la secrezione insulinica in modelli murini (85).

Nonostante cio, ZnT-8 é stato di recente identificato come autoantigene nel DMT1 (86) e polimorfismi del suo gene SL-
C30A8 sono stati associati ad un aumento del rischio di DMT2 in studi di associazione genome wide (87).

Dello ZnT-8 vi sono ortologhi di mammiferi (ratto, topo, scimpanzé e cane), con proteine ZnT-8 molto simili (98% di
amminoacidi conservati) alla ZnT-8 umana (80).

Nel considerare ZnT-8 come possibile target per il trasporto di farmaci alle beta-cellule, va considerato che la sua
espressione, sebbene limitata a pochi tipi di cellule extrapancreatiche, & presente in cellule pancreatiche esocrine ed
in cellule endocrine diverse dalle beta-cellule (88).

Seppure il targeting di ZnT-8 abbia dato risultati promettenti in studi di imaging di massa beta-cellulare (82, 89), la
capacita di targeting é risultata inferiore rispetto ai ligandi del GLP-1R, probabilmente perché quest’ultimo é costitu-
tivamente presente sulla superficie cellulare, mentre ZnT8 risiede pit frequentemente nella sua posizione intracel-
lulare (89).

Questo aspetto diventa particolarmente importante da considerare nel targeting di ZnT8 in condizioni di DMT2: I'espres-
sione di ZnT-8 sulla superficie cellulare e, infatti, dipendente dalla secrezione insulinica, la quale & notoriamente
compromessa in condizioni di diabete; pertanto, in tali condizioni, l'espressione di superficie di ZnT-8 potrebbe non
essere sufficiente a dare segnale/contatto specifico e abbondante con la formulazione targetizzante (81-82).
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VIE DI SOMMINISTRAZIONE CHE FAVORISCONO IL TARGETING BETA-CELLULARE

Somministrazione intra-arteriosa nell'arteria pancreatica

Sebbene le isole pancreatiche costituiscano solo I'1-2% della massa pancreatica, esse sono altamente vascolarizzate.
Le isole ricevono il 5-10% del flusso sanguigno pancreatico e lo scambio di soluti e facilitato da un endotelio di tipo
fenestrato (90). Il corpo e la coda del pancreas, che contengono la maggior parte delle isole, sono perfusi dall’arteria
pancreatica dorsale e dalla grande arteria pancreatica.

Per la somministrazione diretta di farmaci al pancreas, é stata sviluppata una tecnica microchirurgica in modelli mu-
rini, che sfrutta l'apporto di sangue arterioso, senza indurre danni fisici (ad esempio, sanguinamento) o biochimici
(ad esempio, pancreatite). Questa tecnica e stata utilizzata per comparare l'efficacia di una chemioterapia sistemica ad
una intra-arteriosa in modelli murini di carcinoma pancreatico, risultando in esiti migliori (91).

In uno studio pilota, l'arteria pancreatica dorsale é stata infusa con cellule stromali mesenchimali del cordone ombeli-
cale e cellule staminali autologhe mononucleate del midollo osseo, ottenendo un miglioramento dei profili metabolici
in pazienti con DMT1 (92).

Questo approccio chirurgico richiede una sedazione profonda del paziente ed esperienza dell'operatore chirurgico,
comportando rischi connessi alla puntura delle arterie e del pancreas. Pertanto, seppure promettente, esso presenta
rischi intrinseci che andranno considerati e misurati ai benefici di una eventuale terapia del DMTz2.

Somministrazione intraperitoneale

Liniezione intraperitoneale e una strategia efficace per la somministrazione di farmaci diretti ad organi nella cavita
peritoneale. Sebbene generalmente poco praticata, viene utilizzata di routine in clinica per somministrare chemiote-
rapici in pazienti con determinati tipi di tumori peritoneali (tra cui quelli pancreatici) (93).

Rispetto alla somministrazione endovenosa, quella intraperitoneale puo ridurre la tossicita sistemica, fornire una
maggiore biodisponibilita del farmaco e prolungare il contatto dello stesso con gli organi bersaglio (93). Questo accade
soprattutto quando il farmaco é coniugato a nanoparticelle, dal momento che la ritenzione delle stesse all'interno
della cavita peritoneale é elevata. Difatti, generalmente solo il farmaco libero o piccole nanoparticelle possono essere
assorbite nella circolazione sistemica e negli organi circostanti la cavita peritoneale, mentre le particelle piti grandi
non possono essere trasportate attraverso il peritoneo o attraverso i vasi linfatici e 'assorbimento del farmaco puo av-
venire solo dopo il rilascio dalle particelle (93).

In un recente lavoro, é stata testata l'efficacia di varie formulazioni di nanoparticelle lipidiche nel rilasciare elevate
quantita di mRNA specificatamente al pancreas. I risultati hanno dimostrato che la somministrazione intraperito-
neale (e non I'iniezione endovenosa) di nanoparticelle lipidiche contenenti lipidi helper cationici (pitt che anionici o
zwitterionici) produceva un’espressione proteica del mRNA robusta e specifica nel pancreas (29). E interessante notare
che la maggior parte dell’espressione proteica risultante si e verificata proprio all'interno delle beta-cellule pancrea-
tiche. Inoltre, gli autori hanno scoperto che le LNP interagiscono nella cavita peritoneale con le cellule B, le cellule T
e 1 macrofagi, e questi ultimi e contribuiscono in modo apprezzabile alla somministrazione di mRNA pancreatico.
Difatti, essi sono in grado di secernere vescicole extracellulari che trasferiscono il loro carico (non é chiaro se si tratti
di LNP integre o di mRNA) alle cellule all'interno del pancreas, secondo un meccanismo definito di “trasferimento
genico orizzontale” (29).

Sebbene promettente, e da considerare che 'uso clinico della terapia intraperitoneale e limitato dalla tossicita dovuta
all'uso di cateteri permanenti o all’elevata esposizione al farmaco (93).

CONCLUSIONI

Diverse strategie di targeting beta-cellulare sono state ad oggi esplorate. La maggior parte di esse riesce a raggiungere l'i-
sola pancreatica in toto (non solo le beta-cellule) e nessuna di esse € stata ancora utilizzata peril trattamento del DMT2.
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Le strategie pil efficaci nel targetizzare le beta-cellule pancreatiche sembrano essere quelle che sfruttano l'espressione
del farmaco controllata dal promotore per I'insulina e quelle che utilizzano come peptide targetizzante attivo il GLP-
1R. Per quanto concerne le tipologie di veicolo dei farmaci, nanoparticelle lipidiche cariche positivamente sembrano
essere efficaci nel raggiungere le beta-cellule pancreatiche in seguito a somministrazione intraperitoneale.

Tuttavia, a seconda delle caratteristiche del farmaco da somministrare, sara necessario comprendere quali di queste
strategie possa essere realmente utilizzata in maniera efficace e sicura.

Rimane da ottimizzare il targeting differenziale in vivo delle beta-cellule pancreatiche rispetto alle altre cellule dell’iso-
la, punto cruciale per consentire ad un farmaco di agire selettivamente a livello beta-cellulare.

Inoltre, vi sono differenze fondamentali nella struttura del pancreas tra topo e uomo che dovrebbero essere studiate
per validare la traslabilita all'uomo dei risultati ottenuti in studi preclinici.

In conclusione, il targeting farmacologico delle beta-cellule pancreatiche sembra essere una strategia promettente ai
fini della prevenzione e/o del trattamento del DMT2. Ulteriori studi sono necessari al fine di identificare la strategia pitt
efficace e sicura per raggiungere in maniera selettiva le beta-cellule pancreatiche dell’isola.
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