Metadata, citation and similar papers at core.ac.uk

Provided by Electronic Thesis and Dissertation Archive - Universita di Pisa

UNIVERSITA’ DEGLI STUDI DI PISA
Dipartimento di Biologia
Corso di laurea Magistrale in Biologia Applicata alla
Biomedicina

TESI DI LAUREA MAGISTRALE

Possibile ruolo di contaminanti ambientali nella
patogenesi del diabete mellito: studio degli effetti tossici
dell’esposizione di isole pancreatiche alla 2,3,7,8-

tetraclorodibenzo-p-diossina

Relatore Candidata

Dott.ssa Michela Novelli Chiara Vantaggiato

Anno accademico 2013-2014


https://core.ac.uk/display/79617568?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

RIASSUNTO

ABSTRACT

INTRODUZIONE
Anatomia del pancreas e delle isole pancreatiche
Generalita sul diabete
Il diabete di tipo 1
Il diabete di tipo 2
Patogenesi del diabete di tipo 2

La Diossina

Struttura della diossina e legame al recettore Arilico (AhR)
Detossificazione di metaboliti endogeni e xenobiotici
Proliferazione e differenziamento

Interazione di AhR con il sistema delle protein chinasi
Degradazione di AhR

Effetti tossici della diossina sull'organismo

Relazione tra [’esposizione alla diossina e l’incidenza del diabete di tipo 2:

evidenze epidemiologiche
Epigallocatechina-3-gallato

Scopo della tesi

MATERIALI E METODI
Animali
Isolamento isole e coltura
Valutazione funzionale
Dosaggio di insulina
Valutazione di apoptosi e necrosi
Microscopia elettronica

Espressione genica

© oo N

10
12
13

16
18
19
20
21
22

25
28
30

32
32
32
33
34
34
35
36



Estrazione RNA totale

Quantificazione RNA totale

Retrotrascrizione RNA

PCR Quantitativa (Real Time-PCR gRT-PCR)
Housekeeping Gene

Controllo PCR

Primers utilizzati

Dosaggio dei nitriti
Reagenti

Analisi statistica

RISULTATI
Effetti della diossina sulla vitalita cellulare in isole di Langerhans
Alterazioni ultrastrutturali indotte dalla diossina in isole isolate
Effetti della diossina sulla funzione secretoria in isole di Langerhans
Effetti della diossina sull espressione genica in isole isolate
Effetti della diossina sulla produzione di nitriti in isole isolate

Effetto protettivo dell epigallocatechina-3-gallato sulla mortalita indotta da
diossina

DISCUSSIONE

BIBLIOGRAFIA

36
36
37
37
39
39
39

39
40
40

41
41
44
o1
54
57

58
61

70



RIASSUNTO

La diossina € un noto contaminante ambientale appartenente alla classe dei cosiddetti

"persistent organic pollutants ", che si forma come prodotto secondario in processi
industriali quali I'incenerimento dei rifiuti e la produzione di pesticidi. Essa, pertanto, puo
raggiungere tutti gli individui di una popolazione inducendo effetti tossici diffusi e
persistenti. Numerosi studi epidemiologici hanno evidenziato una correlazione positiva fra
esposizione ambientale alla diossina e insorgenza del diabete, malattia la cui incidenza é in
continua crescita. In questo lavoro di tesi, sulla base di risultati in precedenza ottenuti su una
linea cellulare stabile di origine [B-pancreatica secernente insulina, lo scopo é stato quello di
studiare gli effetti tossici della diossina ed il relativo meccanismo di azione in un sistema
sperimentale piu vicino all'ambito fisiologico: le isole di Langerhans isolate dal pancreas del
ratto. Le isole pancreatiche rappresentano, infatti, un vero e proprio organo endocrino in
miniatura, al cui interno la funzione delle cellule B ¢ regolata in modo pit appropriato dagli
stimoli fisiologici rispetto alla linea cellulare in coltura e pud anche essere influenzata dal
continuo scambio di segnali chimici con gli altri tipi cellulari presenti nelle isole. E’ stata
inoltre studiata la possibilita di proteggere le isole dagli effetti lesivi della diossina, mediante
I'epigallocatechina-3-gallato capace di interagire con lo stesso recettore arilico
citoplasmatico (AhR) cui si lega la diossina. Le isole pancreatiche di ratto sono state isolate
con il metodo della collagenasi, purificate su appropriato gradiente ed esposte per tempi
diversi a diverse concentrazioni di 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-diossina (TCDD). Al termine
del periodo di esposizione sono state valutate: la necrosi e I'apoptosi (mediante tecniche
ELISA); le alterazioni ultrastrutturali (mediante microscopia elettronica); le alterazioni della
funzione secretoria stimolata da glucosio (mediante esperimenti di incubazione statica); le
alterazioni dell'espressione di geni funzionali e di geni pro- e anti-apoptotici (mediante
tecniche di biologia molecolare). I risultati mostrano che quando le isole vengono incubate

per 24 h in presenza di varie concentrazioni di TCDD (1-25 nM), si ha un incremento dose-



dipendente sia dell'apoptosi che della necrosi cellulare, che vengono invece del tutto
prevenute se si aggiunge epigallocatechina-3-gallato al mezzo di incubazione. Le immagini
ultrastrutturali confermano danni precoci e tardivi alle cellule . L'esposizione delle isole per
1 0 6 h a varie concentrazioni di TCDD determina una diminuzione significativa del rilascio
di insulina stimolato da glucosio, mentre non risultano modificati il rilascio basale e il
contenuto insulare dell'ormone. La presenza di TCDD non modifica I'espressione di geni
funzionali quali quello per l'insulina, mentre determina un aumento dose-dipendente
dell’espressione di geni pro-apoptotici quali PUMA, DP5, BIM.

Concludendo, i risultati ottenuti mostrano che basse concentrazioni di diossina, sono capaci
di alterare sia la funzione che la sopravvivenza delle cellule presenti nelle isole di
Langerhans isolate, e in particolare delle cellule B, fornendo un sostegno sperimentale
all'ipotesi, finora fondata solo su dati epidemiologici, che l'esposizione a contaminanti
ambientali di tipo diossinico, anche a dosi non elevate, possa costituire un rilevante fattore di

rischio nell'insorgenza del diabete di tipo 2.



ABSTRACT

The dioxin is a well-known environmental contaminant belonging to the class of the so-
called "persistent organic pollutants". It originates from industrial processes such as waste
incineration and pesticide production. Thus, dioxin might be assumed by all individuals in a
population and induce widespread and persistent toxic effects. Numerous epidemiological
studies show a positive correlation between dioxin exposure and the onset of diabetes, whose
incidence has been increasing over the past years. Based on previous results obtained in a
well-differentiated and functional pancreatic p-cell line, this thesis aimed at investigating the
toxic effects of dioxin and its mechanism of action in a biological system closer to the
physiological context, i.e. the islets of Langerhans isolated from the rat pancreas. Actually,
the pancreatic islets represent a miniaturized endocrine organ, in which the p-cell function is
regulated by physiological stimuli more suitably as compared to the cell line; moreover, this
function could be also physiologically influenced by the continuous exchange of chemical
signals with the other islet cell types. In addition, we explored the possibility of protecting
the islets against the deleterious effects of dioxin by using epigallocatechin-3-gallate, able to
interact with the same arylic cytoplasmic receptor (AhR) to which dioxin binds. The
pancreatic islets were isolated using the collagenase digestion method followed by
purification on a suitable gradient. The isolated pancreatic islets were exposed to various
concentrations of 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) for various time periods.
After exposure to dioxin, several parameters were evaluated in the islets: evidence of
necrosis and apoptosis (by ELISA techniques); ultrastructural changes (by electron
microscopy); alteration in the secretory function (by static incubation experiments); changes
in the expression of functional as well as pro- and anti-apoptotic genes (by molecular
biology techniques). The results show that after 24 h incubation of isolated islets in the
presence of increasing concentrations of TCDD (1-25 nM), both apoptosis and necrosis were
increased in a dose-dependent fashion. Interestingly, both types of cellular death were fully

prevented when epigallocatechin-3-gallate was concomitantly added to the incubation
5



medium. Ultrastructural images confirm that upon islet exposure to TCDD, early and late
injury occurred in B cells. When the islets were exposed to various concentrations of TCDD
for 1 up to 6 h, the glucose-stimulated insulin release was significantly decreased with
respect to control islets, meanwhile basal insulin release and islet insulin content were not
modified. Moreover, the expression of functional genes (such as the insulin gene) was not
affected by TCDD, whereas the expressions of pro-apoptotic genes such as PUMA, DP5,
BIM were up-regulated in a dose-dependent manner.

In conclusion, the results obtained in this study show that quite low dioxin concentrations are
able to impair both the function and the survival of the cells in the isolated pancreatic islet,
and particularly of insulin-producing B cells. Thus, they provide experimental support to the
hypothesis, based so far mainly on epidemiological data, that the exposure to environmental
contaminants such as the dioxin-like compounds, even at low doses, may represent a

significant risk factor for the development of type 2 diabetes.



INTRODUZIONE

Anatomia del pancreas e delle isole pancreatiche

Il pancreas é un organo ghiandolare situato nella cavita addominale, al di sotto dello stomaco,
tra il fegato e la milza. Nell'adulto, il suo peso pud variare da 60 a 150 g, e la sua lunghezza
oscilla da 10 fino a 20-25 cm. E' diviso in tre porzioni principali: la testa, situata nell'ansa
duodenale, il corpo, separato dalla testa da un restringimento chiamato istmo, e la coda, a
contatto nella sua parte terminale con la milza. Il pancreas é costituito da tessuto esocrino (o
acinare, che rappresenta di gran lunga la maggior parte del parenchima) ed endocrino (isole
pancreatiche o di Langerhans, dal nome dello studioso che per primo le descrisse nel 1869),
che invece costituisce non piu del 1-2% del parenchima. Le isole sono strutture
rotondeggianti od ovali e il loro numero varia, in un soggetto di circa 70 kg, da 300000 a
1500000. Le dimensioni delle isole pancreatiche variano da pochi micron a 200-300 micron
di diametro, ed é stato calcolato che in un'isola medio-grande siano presenti circa 3000
cellule endocrine. Queste ultime sono di vario tipo, le piu numerose sono le cellule B
producenti insulina (60-80%), seguite dalle cellule a producenti glucagone (20-30%) [1].
Sono inoltre presenti le cellule & (contenenti somatostatina, 5-10 %) e cellule PP contenenti
il polipeptide pancreatico (fino al 15-20% nella parte della testa di origine ventrale ed in
percentuale inferiore al 5% nel resto dell'organo) [1]. Le B-cellule sono disposte a costituire
il core dell'insula, e sono circondate da un mantello di cellule endocrine non-p
(prevalentemente o). Questo modello, ben studiato e -caratterizzato nei roditori, ¢
sostanzialmente valido nella maggior parte dei mammiferi, anche se nell'uomo
I'organizzazione dell'isola di Langerhans € piu complessa. Le isole umane possono essere
considerate come un insieme di numerose subunita core-mantello, che sono tra di loro

organizzate in strutture piu spesso rotondeggianti od ovali.



Immagine rappresentativa di sezione di pancreas di topo colorata con anticorpo

anti-insulina. Ingrandimento 400X.

Generalita sul diabete

Il diabete mellito e una malattia cronico-degenerativa a carattere dismetabolico,
caratterizzata da iperglicemia cronica e da altre disfunzioni del metabolismo glucidico,
lipidico e proteico, che possono determinare frequenti e gravi complicanze. Negli anni
passati, la classificazione del diabete mellito era essenzialmente basata sulla necessita di
utilizzare o meno l'insulina esogena a fini terapeutici, con la distinzione in due tipi principali:
diabete mellito insulino-dipendente (IDDM) o di tipo 1 e diabete mellito non-insulino-
dipendente (NIDDM) o di tipo 2 [2]. Nel 1997 I' American Diabetes Association (ADA) ha
proposto nuovi criteri classificativi e diagnostici [3] che, pur con qualche motivata
perplessita, sono stati accettati dalla comunita scientifica internazionale. Dal punto di vista
classificativo, gli elementi innovativi sono rappresentati dalla scomparsa dei termini obsoleti

relativi all'uso terapeutico dell'insulina, mentre invece, restano le denominazioni di tipo 1 e



tipo 2, per sottolineare i diversi aspetti eziopatogenetici della malattia. E' stato deciso che un
valore di 7,0 mM (126 mg/dl) di glicemia a digiuno rappresenta il nuovo limite minimo per
la diagnosi di diabete (in precedenza era fissato a 140 mg/dl). Oltre al diabete di tipo 1 e 2, di
cui parleremo piu estesamente in seguito, vi sono altre forme di diabete quali: il MODY,
Maturity Onset Diabetes of the Young, ovvero la forma monogenica autosomica dominante
di diabete mellito caratterizzato da difetti genetici a carico delle funzioni delle cellule 3
provocati da mutazioni identificate in sei distinti geni, e il diabete mellito gestazionale,
caratterizzato da iperglicemia durante le fasi finali della gravidanza, in cui l'organismo
necessita di un‘aumentata richiesta di insulina dovuta al fabbisogno metabolico del feto che
pud indurre un'intolleranza glucidica nella madre che precedentemente non aveva

evidenziato la malattia [4].
Il diabete di tipo 1

Il diabete mellito di tipo 1 (T1DM) & un disordine dell'omeostasi del glucosio provocato
dalla progressiva riduzione e distruzione delle cellule  endocrine delle isole di Langerhans
pancreatiche, mediata da un meccanismo autoimmune. Sembra che lI'avvio della malattia sia
determinato, in individui geneticamente predisposti, da fattori ambientali finora non ben
determinati (virus, agenti chimici, citochine liberate da macrofagi attivati nel corso di
infiammazioni occasionali) capaci di provocare danni, anche non gravi, alle cellule B in
seguito ai quali potrebbe innescarsi la reazione autoimmune. In questo modo, le cellule B non
vengono piu riconosciute come "self" dal sistema immunitario e sono attaccate e distrutte in
un processo che dura solitamente qualche anno e che alla fine comporta la perdita della
maggior parte di tali cellule [5]. La presenza di un limitato numero di cellule B
funzionalmente attive nelle isole pancreatiche determinano una limitata o assente secrezione
di insulina, con conseguente insorgenza di iperglicemia e di tutte le alterazioni metaboliche
dipendenti da una grave carenza insulinica. Dopo un periodo di latenza, di solito non
inferiore a cinque anni, compaiono le prime complicanze microangiopatiche che colpiscono

la retina (retinopatia diabetica) e, mediamente dopo quindici anni, compare nefropatia nel
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30-40% dei pazienti. Il coinvolgimento del sistema nervoso neurovegetativo, simpatico e
parasimpatico, che si traduce nella neuropatia autonomica testimonia ulteriormente la gravita

della malattia.
Il diabete di tipo 2

Il diabete mellito di tipo 2 (T2DM), che comprende oltre il 90% dei casi totali, non insorge
di solito prima dei 35-40 anni ed aumenta di frequenza con l'avanzare dell'eta. Ha un esordio
subdolo, non facilmente diagnosticabile, si accompagna spesso ad obesita, o almeno, a
sovrappeso ed e caratterizzato da iperglicemia cui sono collegati sintomi quali poliuria,
polidipsia e polifagia. | pazienti con diabete di tipo 2 presentano tipicamente una parziale
carenza di secrezione insulinica, associata ad una ridotta sensibilita all'insulina dei tessuti
bersaglio (fegato, muscolo scheletrico e tessuto adiposo) [6,7]. L'alterata secrezione
insulinica pud non essere pienamente manifesta in condizioni basali, ed infatti i livelli
d'insulina circolanti risultano normali o addirittura aumentati, soprattutto nelle fasi iniziali
della malattia. L’insulina ¢ I’ormone chiave per la regolazione dell’omeostasi glucidica. Il
mantenimento di una glicemia normale ¢ garantito dall’equilibrio tra 1’azione periferica
dell’insulina e la sua secrezione. Le normali cellule B pancreatiche possono adattarsi a
variazioni nella sensibilita dei tessuti periferici all’insulina aumentando o diminuendo la sua
secrezione. In particolare, in condizioni di insulino-resistenza periferica le cellule
pancreatiche si adattano aumentando la secrezione dell’ormone. Secondo un’interpretazione
patogenetica ormai classica [8], una condizione prolungata di insulino-resistenza porterebbe
quasi inevitabilmente ad un esaurimento delle riserve funzionali del pancreas endocrino, che
si manifesterebbero come un’incapacita delle cellule B di mantenere un’elevata capacita
secretoria. Il danno funzionale alle cellule B sarebbe la conseguenza dell’incapacita del
soggetto insulino-resistente di garantire un perfetto controllo dei livelli glicemici in risposta
a stimoli ambientali (quali ad esempio 1’assunzione di cibo) che tendono a farli aumentare.
Questa incapacita causerebbe soprattutto un aumento dei livelli e della durata

dell’iperglicemia postprandiale. L’esposizione prolungata nel tempo a livelli di glucosio
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patologicamente elevati risulterebbe dannosa per le cellule B, sulla base di un meccanismo
noto come “glucotossicita” [9]. La combinazione di questi due fattori, insulino-resistenza
periferica e danno funzionale secondario delle cellule B, sarebbe infine responsabile del
definitivo squilibrio dell’omeostasi glucidica con la conseguente comparsa della malattia
diabetica conclamata: I’iperglicemia a digiuno [10].

Anche i diabetici di tipo 2 vanno frequentemente incontro a complicanze gravi. Tra le
complicanze acute di questa forma di diabete, c'¢ una condizione di gravissima
disidratazione che pud condurre a coma iperosmolare, compromettendo le funzioni cerebrali.
Certamente piu frequenti sono le complicanze tardive, causa di morbilita e mortalita
premature, che possono insorgere anche in pazienti apparentemente controllati in modo
adeguato. Tra quelle che derivano da alterazioni a carico dei piccoli vasi vanno ricordate la
nefropatia che compare con tappe difficilmente ricostruibili entro un periodo che va da
quindici a venticinque anni dalla diagnosi, la retinopatia e la neuropatia, che rendono il
diabete mellito la causa piu frequente di cecita e disfunzioni neurovegetative nel mondo
occidentale [11]. Le macroangiopatie sono in massima parte legate allo sviluppo di
aterosclerosi, processo degenerativo della parete delle arterie favorito da alterazioni del
metabolismo lipidico come l'ipercolesterolemia e I’ipertrigliceridemia, notevolmente piu
frequenti nei diabetici che nel resto della popolazione [12]. A questo va aggiunto che
processi di ossidazione e di glicazione delle LDL, favoriti dall'iperglicemia cronica, possono
accrescere le capacita aterogene di queste lipoproteine trasportanti colesterolo [13]. Inoltre,
nei soggetti diabetici le lesioni arteriose comportano spesso ulcerazioni e rottura della placca

ateromasica, trombi ed emorragie.
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Diabete di tipo 1 e di tipo 2 a confronto

Diabete di tipo 1 (T1D) Diabete di tipo 2 (T2D)
Eta di esordio Al di sotto dei 20 anni Al di sopra dei 30 anni
Progressione l;ag)da (da alcuni mesi a pochi Lenta (alcuni anni)
];()}éiscti)rrnair? deilaiigiuno e/o Elevata Elevata
Insulinemia Bassa Elevata/normale/ridotta
Massa [ cellulare Ridotta del 90% Ridotta del 30%
Lesioni insulari (insulite) Precoci Assenti

Tabella: principali differenze tra il diabete di tipo 1 e il diabete di tipo 2
Patogenesi del diabete di tipo 2

Il T2DM ha una elevata prevalenza in popolazioni etnicamente omogenee, insorge
frequentemente in consanguinei di prima e seconda generazione e mostra una elevata
concordanza di sviluppo in gemelli monozigoti [14]. Queste osservazioni suggeriscono che il
difetto funzionale delle cellule B non sia solamente la conseguenza di un esaurimento
secondario alla prolungata insulino-resistenza, ma che sia presente fin dall’inizio nei pazienti
destinati a sviluppare la malattia conclamata [8,15]. Questo difetto primitivo delle capacita
secretorie delle cellule B, probabilmente su base genetica, verrebbe poi ulteriormente
aggravato da particolari circostanze, quali ad esempio [’obesita o piu semplicemente
I’invecchiamento, fino al manifestarsi della malattia conclamata [15]. Sulla base delle
precedenti considerazioni, si ritiene generalmente che i principali fattori di rischio per il
diabete di tipo 2 siano I’obesita, 1’eta avanzata, la mancanza di esercizio fisico e una dieta
ipercalorica [10].

L' Organizzazione Mondiale della Sanita e la Federazione Internazionale del Diabete hanno

stimato che la prevalenza del diabete & incrementata da 100 milioni a 135 milioni di adulti
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affetti nel mondo nel 1994-1995 ad approssimativamente 400 milioni nel 2014, e prevede un
ulteriore aumento di 205 milioni nel 2035 [16]. Questi cambiamenti si sono verificati troppo
rapidamente per riflettere soltanto cause genetiche, inoltre i tassi variano molto da un paese
ad un altro, cio induce a pensare che la maggior parte dei nuovi casi di diabete sia causata da
cambiamenti nello stile di vita e/o nell'ambiente durante gli ultimi dieci anni. Per questo
motivo era stata inizialmente suggerita nel 1972 la possibilita che vi fosse una
sovrapposizione tra la distribuzione delle sostanze tossiche e le variazioni geografiche della
prevalenza del diabete [17]. A questo proposito, € opportuno notare che negli U.S.A. i tassi
di diabete sono aumentati in accordo con la produzione nazionale di sostanze organiche
chimiche sintetiche [18]. La diossina ed altri POPs (Persistent Organic Pollutants) sono
generalmente considerati i piu probabili candidati come fattori potenziali di rischio per il
diabete di tipo 2 poiché possono agire come interferenti endocrini. La Enviromental
Protection Agency ha definito gli interferenti endocrini chimici come “’agenti esogeni che
interferiscono con la produzione, rilascio, trasporto, metabolismo, legame e azione, o
eliminazione di ormoni naturali nel corpo responsabili del mantenimento dell'omeostasi,
della riproduzione, dello sviluppo, e/o del comportamento’ [19-22]. Molti di questi
inquinanti (sebbene non tutti) sono stati eliminati in molti paesi occidentali tra il 1970 e il
1980, con una conseguente diminuzione dei livelli ambientali. Tuttavia sono ancora rilevabili
negli uomini, specialmente in quei sottogruppi della popolazione che hanno un elevato peso
corporeo (e quindi una maggiore quantita di tessuto adiposo) a causa delle abitudini

alimentari e della esposizione corrente o pregressa [23,24].

La Diossina

Il termine diossina & comunemente usato per riferirsi ad una famiglia di sostanze chimiche
tossiche strutturalmente correlate, con un comune meccanismo d'azione ed un comune
spettro di risposte [25]. Questo gruppo include le dibenzo-p-diossine policlorurate (PCDDs),
i dibenzo-furani policlorurati (PCDFs) e i bifenili policlorurati (PCBs). Fra tutti questi

composti € noto da tempo che la sostanza piu tossica e certamente la 2,3,7,8-
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tetraclorodibenzo-p-diossina nota piu semplicemente come diossina ed indicata con
I’acronimo TCDD [26-28]. Le diossine sono contaminanti ambientali che si formano come
prodotti secondari in processi industriali quali l'incenerimento dei rifiuti [29,30], lo
sbiancamento della carta e la produzione di pesticidi, erbicidi e fungicidi [30]. Per meglio
valutare il rischio associato a questi composti, ad ognuno di essi & stato associato un fattore
di equivalenza tossica (TEF) che viene espresso in relazione al potenziale tossico della
TCDD assumendo un TEF, per la TCDD, pari 1 [20]. Il metodo del TEF é stato utilizzato per
calcolare la quantita di diossine nel corpo umano. La media stimata in una popolazione
generica e di circa 58ng di equivalenti di TCDD (TEQ)/kg di lipidi sierici, che
corrispondono a 13ng TEQ/kg di peso corporeo. Nelle popolazioni con una piu alta
esposizione alla TCDD, ad esempio in seguito ad incidenti industriali, si sono stimati valori
pari a 96-7000 ng TEQ/kg di peso corporeo [31]. Nel 1998 la World Health Organization
(WHO) ha stabilito che 1-4 pg TEQ/kg/giorno & l'assunzione giornaliera tollerabile (TDI =
tolerably daily intake = definisce la quantita massima che pud essere assunta giornalmente
di una sostanza tossica senza provocare lo sviluppo di effetti dannosi per la salute, con
un'esposizione continua nell'arco della vita). Ad oggi, lI'assunzione media di tali sostanze
nella popolazione di vari Paesi & da considerarsi al di sotto del TDI; in particolare, negli
adulti di molti Paesi l'assunzione media va da 0,33 a 3,57 pg TEQ/kg/giorno, inferiore quindi
al massimo TDI [31].

Le diossine non erano presenti nell'ambiente prima dell'industrializzazione se non in piccole
quantita dovute alla naturale combustione e ai processi geologici [32-34]. Oggi questi
composti si ritrovano in tutti gli esseri umani, con livelli piu alti nelle persone che vivono nei
paesi piu industrializzati [35], che risultano esposti costantemente a bassi livelli di
PCDDs/PCDFs attraverso il cibo, I'acqua, I'atmosfera ed il suolo e non solo a seguito di
esposizione accidentale o dovuta al lavoro in siti a rischio. E' stato stimato che il 90%
dell'esposizione umana alla TCDD proviene dall'alimentazione: la fonte principale ¢

rappresentata da animali che sono esposti primariamente alla TCDD che si deposita sulla

14



superficie del suolo, delle piante e dell'acqua. L'uomo assume poi la TCDD attraverso il
consumo di carne, latte, pesce e uova. Questo determina un'esposizione continua a bassi
livelli di TCDD che, a lungo andare, si accumula nell'organismo determinando effetti
dannosi per la salute [36]. Le diossine sono composti biologicamente ed ambientalmente
persistenti: basti pensare che I'emivita della piu tossica delle diossine, ovvero la TCDD, nei
roditori € di circa 2-4 settimane [37,28], ma nell'uomo e stata stimata un‘emivita di 7-11 anni,
sia pure con notevoli variazioni individuali [38]. Studi di farmacocinetica hanno dimostrato
che I'emivita della diossina € dose-dipendente e inoltre varia in base alla composizione del
corpo: una maggiore presenza di tessuto adiposo determina infatti un aumento dell'accumulo
e quindi una maggiore persistenza [39-41]. Cio e dovuto alla natura lipofilica della TCDD,
che ne permette il passaggio senza ostacoli attraverso le membrane cellulari e il deposito in
vari organi, in particolare nel tessuto adiposo e nel fegato.

In Europa, nell'ultimo secolo si & verificato un costante aumento dell'esposizione della
popolazione a questi prodotti, che ha raggiunto un picco negli anni '50-'60 per poi diminuire.
Un secondo picco si & avuto negli anni '80-'90, dovuto all'incremento dell'industria della
carta e soprattutto delle emissioni poco controllate provenienti dagli inceneritori dei rifiuti.
Per quanto riguarda in particolare I'ltalia, la situazione appare piuttosto grave. Infatti secondo
i dati contenuti nell’ultimo rapporto della Commissione dell’Unione Europea sul rilascio di
diossine e furani al suolo risalente al 1999, I’Italia risulta il maggior produttore di diossina in
Europa: ne emette il 38% in piu della Spagna, in 33% in piu della Gran Bretagna, il 29% in
piu della Germania e il 75% in piu di Danimarca, Finlandia, Norvegia, e Svezia messe
insieme. L’Associazione Medici per I’ Ambiente, tenendo conto della contaminazione ormai
diffusa uniformemente in tutti i paesi industrializzati e della notevole persistenza di questi
composti nell’ambiente ha parlato addirittura, riferendosi all’inquinamento da diossina, di
“’pandemia silenziosa’’.

Negli ultimi anni la situazione sembra aver subito un peggioramento, come dimostra il caso

ormai tristemente noto dell’emergenza rifiuti in Campania. Per fare un esempio piu vicino
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alla realta regionale toscana, anche se di dimensioni assai piu ridotte, possiamo citare quello
dell’inceneritore di Montale nel pistoiese. La situazione ¢ aggravata dal fatto che nelle zone a
rischio si producono alimenti che vengono poi distribuiti a livello nazionale, diffondendo

cosi la possibile contaminazione anche al di la delle zone di emissione della diossina.

Struttura della diossina e legame al recettore Arilico (AhR)

La diossina ed i composti ad essa correlati sono costituiti da due anelli benzenici connessi da
1 o 2 atomi di ossigeno e contenenti da 4 a 8 atomi di cloro, per un totale di pit di 75
composti clorurati detti congeneri [42]. Come gia detto nel paragrafo precedente, la piu
tossica tra i composti appartenenti a questo gruppo € la 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-diossina,
mostrata in Figura: su di essa si sono concentrati gli studi clinici ed epidemiologici degli

ultimi decenni [43-45].

Cl 0 Cl

Cl 0 Cl

2,3,7.8 — Tetrachlorodibenzo-p-dioxin (2,3,7,8-TCDD)

Figura: struttura della 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-diossina

E' stato stabilito con certezza che, una volta attraversata la membrana citoplasmatica grazie
alla sua alta lipofilicita, la diossina si lega ad una particolare proteina citosolica, conosciuta
come recettore degli idrocarburi arilici o recettore arilico (AhR) [46,47]. Questo recettore &
un membro della famiglia delle proteine bHLH/PAS (basic helix-loop-helix/Per-Arnt-Sim),
noti regolatori trascrizionali, ed é coinvolto nell'organogenesi, nella detossificazione di endo-
e xenobiotici e in diverse risposte organo-specifiche indotte dalla diossina. Tra i pit comuni
ligandi di questo recettore vi sono: gli idrocarburi arilici (dai quali prende il nome), gli

idrocarburi arilici alogenati come la diossina e numerosi costituenti vegetali introdotti con
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I'alimentazione. Non € ancora noto con certezza quale sia il ligando fisiologico del recettore
arilico: fra le varie ipotesi avanzate a questo proposito si possono ricordare i metaboliti del
triptofano [48] e I'AMP ciclico [49]. 1l ruolo fisiologico del recettore arilico non € ancora
pienamente compreso sebbene I'elevato livello di conservazione in una larga varieta di specie
animali suggerisca un suo ruolo fondamentale per la fisiologia cellulare [50]. AhR & presente
nel citosol di molte cellule, quando é in forma inattiva si ritrova associato ad altre proteine:
Hsp90 (Heat Shock Protein 90) [51,52], XAP2 (Immunophilin-Related Protein) [53-55] e
una piccola proteina p23 [56]. Il legame del ligando, sia esso endogeno o esogeno come la
diossina, induce dei cambiamenti conformazionali in AhR che determinano il rilascio delle
proteine accessorie e l'attivazione del recettore. Una volta attivato, il recettore pud indurre
diversi meccanismi di trasduzione del segnale che determineranno le diverse risposte
cellulari. Questi meccanismi di trasduzione del segnale possono appartenere a due tipologie
diverse: la prima comprende la traslocazione nel nucleo del complesso AhR/TCDD e
I'attivazione della trascrizione genica mentre la seconda, invece, comprende un sistema di
interazioni proteina-proteina che prescinde dall'attivita trascrizionale del recettore. Una volta
avvenuto il legame della diossina con AhR, il complesso trasloca nel nucleo [57]. All'interno
del nucleo, AhR dimerizza con ARNT (Ah Receptor Nuclear Translocator) [58], un‘altra
proteina bHLH, che normalmente si trova libera nel nucleo [47]. A seguito di questa
dimerizzazione si forma un complesso trascrizionalmente attivo che si lega ad un sito
specifico, la sequenza 5°-TNGCGTG-3’, presente nel promotore di diversi geni bersaglio,
noto come elemento di risposta agli xenobiotici (XRE) o, nel caso specifico della diossina,
DRE [55]. Viene cosi attivata la trascrizione di geni che codificano per enzimi coinvolti nelle
biotrasformazioni (CYP1Al, CYP1A2, CYP1B1, UGT1Al, UGT1A6, GSTA2, NQOL1,
ALDH3A1, Nrf2, AhR repressor) e nella regolazione di sviluppo, proliferazione e
differenziamento cellulare (p21CIP1, p27KIP1, c-jun, junD, Hes-1, IL-2, Bax, IGFBP-1,
Filaggrina) [60]. Una modulazione inappropriata dell'espressione genica potrebbe pertanto

rappresentare il passo iniziale di una serie di cambiamenti biochimici, cellulari e tissutali che
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sarebbero responsabili della tossicita osservata [59].

Detossificazione di metaboliti endogeni e xenobiotici

La principale funzione del recettore arilico consiste nell'indurre una sovraespressione degli
enzimi coinvolti nel metabolismo degli idrocarburi arilici quali ad esempio il benzopirene. A
tal proposito & noto che AhR sia un importante regolatore di tre membri della famiglia CYP1:
CYP1A1, CYP1A2 e CYP1B1, tutti appartenenti alla superfamiglia del citocromo P450. Il
gene CYP1AL codifica per un enzima microsomiale che € coinvolto nell'ossigenazione di
vari xenobiotici nel corso del processo di detossificazione [61]. L’importanza di CYP1A1
nei processi di detossificazione degli xenobiotici e sottolineata da esperimenti che hanno
dimostrato come la somministrazione orale di benzopirene risulta mortale per topi knock-out
per questo gene ma non per quelli wild-type [62]. D'altra parte, I'espressione prolungata di
CYP1AL pud causare danni a carico del DNA dovuti ad un incremento della produzione di
metaboliti genotossici e specie reattive dell'ossigeno (ROS) [63]. La regolazione cooperativa
degli enzimi di Fase | e Il facilita il corretto metabolismo degli xenobiotici e di sostanze
endogene potenzialmente tossiche [62,64,65]. A questo proposito é stato identificato un altro
gruppo di geni indotti dall'attivazione di AhR che codificano per enzimi di Fase Il e per altri
enzimi coinvolti nelle difese antiossidanti [66]. Il fattore chiave nell'induzione di questi geni
antiossidanti € Nrf2 (NF-E2-Related Factor 2), un fattore trascrizionale appartenente alla
famiglia delle leucine zipper che si lega a sequenze ARE (Antioxidant Response Element)
[67]. Le vie di attivazione collegate al legame di Nfr-2 e AhR alle sequenze ARE e XRE,
rispettivamente, possono inoltre interagire fra loro in quanto sequenze XRE sono state
identificate all'interno dei promotori di geni controllati da Nrf-2 [68,69]. Questo meccanismo
di cross-talk tra i due sistemi per le biotrasformazioni facilita i processi di detossificazione e
contemporaneamente aumenta le difese contro lo stress ossidativo [67].

E' stato anche dimostrato che AhR puo interagire direttamente con NF-kB, un altro fattore di
trascrizione che svolge un ruolo importante nella risposta allo stress ossidativo e nella

risposta infiammatoria [70] e con la forma ipofosforilata della proteina Rb [71,72]. E' utile
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ricordare che gli enzimi di biotrasformazione sono coinvolti non solo nel metabolismo di
sostanze esogene, ma anche nel controllo omeostatico di molecole segnale come ormoni
steroidei, neurotrasmettitori, tirosine e retinoidi, anche se i meccanismi con i quali esplicano
guesta regolazione sono ancora poco chiari [73-75]. La connessione tra il complesso attivato
AhR/Amt e i promotori dei geni bersaglio necessita di un complesso sistema di

coattivatori/corepressori [76].

Proliferazione e differenziamento

Recentemente sono state ottenute evidenze sperimentali riguardanti il coinvolgimento di un
gruppo eterogeneo di proteine modulate da XRE nel controllo del ciclo cellulare, del
differenziamento e dell'apoptosi [77,78]. 1l legame di AhR alle sequenze XRE dei geni
p21CIP1 e p27KIP1 puo causare l'inibizione dell'attivita di alcune chinasi ciclina-dipendenti
[79,80]. In particolare, l'inibizione della chinasi-2 ciclina E-dipendente pud a sua volta
impedire la fosforilazione della proteina Rb e di conseguenza causare un arresto del ciclo
cellulare [79]. Fra i geni la cui espressione pu0 essere regolata da AhR mediante il legame a
sequenze XRE occorre ricordare anche c-Jun [81], IL-2 (citochina che svolge un ruolo
fondamentale nell'omeostasi delle cellule T), Bax (con funzioni pro-apoptotiche) [82],
IGFBP-1 (Insulin-Like Growth Factor Binding Protein-1) [83] e CD39 (una interessante
ecto-ATPasi probabilmente coinvolta nei meccanismi di riconoscimento cellulare) [84].
Bisogna inoltre ricordare che la funzione del recettore arilico & essa stessa strettamente
controllata da un repressore il quale compete con AhR per Arnt, interferendo con la capacita
di AhR di legarsi alle regioni XRE e stimolare la trascrizione [85].

E' infine interessante ricordare che studi condotti su colture cellulari che crescono in
sospensione, hanno indicato che la perdita dei contatti tra cellule promuove la traslocazione
nel nucleo del recettore arilico indipendentemente dal legame con un ligando [86]. Questo
meccanismo di attivazione ligando-indipendente necessita di ulteriori investigazioni poiché
le due vie sono difficilmente distinguibili [48]. Tuttavia, si ritiene che esista un sistema di

fosforilazione di residui specifici nella sequenza amminoacidica NES (Nuclear Export
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Sequence) di AhR, in particolare a livello di Ser68, che ne determina la traslocazione nel
nucleo anche in assenza di attivazione da parte del ligando. L'uso di inibitori specifici di

diverse chinasi ha suggerito che questa fosforilazione sia catalizzata dalla p38 MAPK [87].

Interazione di AhR con il sistema delle protein chinasi

Studi su modelli cellulari privi di nucleo hanno mostrato che la stimolazione del recettore
arilico con TCDD ha la capacita di attivare anche altre vie di trasduzione del segnale che
sono indipendenti dalla traslocazione nucleare. Infatti, la stimolazione con TCDD induce la
modificazione dello stato di fosforilazione delle proteine cellulari attraverso l'induzione di
tirosin chinasi entro 10 minuti dal trattamento [88]. Sulla base di queste osservazioni il
sistema di fosforilazione proteica indotta dalla diossina pud essere considerato un percorso
separato dal piu noto meccanismo di traslocazione nucleare. Uno schema dei due differenti

meccanismi di trasduzione del segnale ¢ riportato nella figura sottostante.
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Figura: differenti meccanismi di trasduzione del segnale mediati dal recettore AhR

L'attivazione di numerose chinasi mediata dalla diossina dipende dalle condizioni cellulari
[89]. E' stato dimostrato che il legame fra diossina e AhR pu0 indurre I' espressione di c-Jun

attraverso l'attivazione della p38-MAPK. L'incremento della fosforilazione di p38-MAPK in
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risposta alla diossina non richiede sintesi proteica per cui € stato proposto che ci sia un cross-
talk tra le vie di traduzione del segnale AhR- e MAPK-dipendenti, probabilmente mediato
dall'intervento di proteine adattatrici simili a TAK-1. Ulteriori evidenze sperimentali
sembrerebbero inoltre indicare che un‘altra tirosin chinasi, pSrc, viene rilasciata in forma
attiva dal complesso AhR/Hsp90 in seguito al legame con la diossina [88,90]. Numerose
osservazioni hanno infine indicato che la fosforilazione dello stesso AhR rappresenta un
passo importante nel suo meccanismo di traduzione del segnale. In effetti, siti di
fosforilazione sia per Protein-Kinasi A che Protein-Kinasi C sono stati identificati nel
recettore umano e in quello murino [91]. Recentemente e stato suggerito che I'attivazione del
recettore mediante il legame con il ligando o dovuta alla fosforilazione, mediata da c-AMP,
potrebbe stimolare sistemi di segnale divergenti [49].

Ulteriori interazioni di AhR con numerose molecole biologiche sono ancora oggetto di
studio in quanto coinvolte nelle diverse risposte da parte di cellule e tessuti. Alcuni risultati
sperimentali indicano che la diossina puo indurre un aumento dell' uptake del calcio entro 5
minuti dall'attivazione del recettore arilico, escludendo pertanto il coinvolgimento di

cambiamenti a livello trascrizionale [92].

Degradazione di AhR

E' stato ipotizzato che l'attivazione del recettore arilico a seguito del legame con il ligando,
possa essere regolata mediante l'innesco dei processi di degradazione del recettore stesso
[93]. Esperimenti condotti con inibitori specifici hanno dimostrato che la downregulation di
AhR é mediata dal proteasoma. Infatti, nella frazione nucleare di cellule in coltura, la
concentrazione della proteina AhR raggiunge un picco dopo 1-2 h dopo il trattamento delle
cellule con diossina per poi scendere rapidamente con il passare del tempo. In presenza di
inibitori dell'attivita proteasomica, dopo trattamento delle cellule con diossina, i livelli di

AhR e Arnt restano elevati anche dopo 8 ore [93,94].
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Effetti tossici della diossina sull'organismo

I dati relativi ai possibili rischi dell’esposizione alla diossina per l'uomo derivano
principalmente dallo studio degli effetti osservati nei casi di esposizione accidentale [95,96].
Probabilmente 1’aspetto piu inusuale dell’azione tossica della diossina ¢ quello di produrre
una grande varieta di risposte, alcune delle quali si manifestano gia a basse dosi e durano per
lunghi periodi di tempo. Le ricerche svolte in seguito ad incidenti di forte impatto ambientale
si sono occupate principalmente dei possibili danni per la funzione epatica e per i sistemi
immunitario, nervoso e riproduttivo ottenendo pero risultati non ancora definitivi [97].

Il primo dato chiaro che emerge sia dalle osservazioni epidemiologiche che dalle ricerche
sperimentali sugli effetti tossici dei composti clorurati  che tali effetti variano enormemente
in funzione di numerosi fattori: tipo di cellule o tessuto, eta, sesso, specie, tempo e durata
dell'esposizione. Inoltre, anche per uno stesso tipo cellulare, la tossicita pud variare a
seconda delle condizioni di coltura e dello stadio di crescita. La quantita di informazioni
disponibili riguardo alle azioni della diossina & divenuta considerevole, ma nello stesso
tempo, frammentaria per cui risulta assai difficile individuare chiaramente un meccanismo
d'azione comune che possa spiegare i numerosi effetti tossici nei diversi tipi di tessuto.

Il solo effetto clinico conseguente all'esposizione della diossina stabilito con certezza € una
grave forma di acne, piu sfigurante della normale acne giovanile; questa perdura anche anni
dopo l'esposizione e la prima comparsa € definita cloracne [97]. La cloracne si manifesta con
eruzioni cutanee e pustole con possibile localizzazione estesa all'intera superficie corporea e
con manifestazioni protratte, nei casi pit gravi, per molti anni.

Uno dei piu comuni sintomi associati nelle specie animali ad avvelenamento da TCDD e la
cosiddetta “wasting syndrome” (sindrome da perdita di peso corporeo), che coinvolge
soprattutto il tessuto adiposo [81] e quello muscolare. Negli animali trattati con diossina, la
wasting syndrome si sviluppa lentamente fino a portare alla morte, nel caso di una perdita di
peso corporeo superiore al 50% [98]. Questa perdita di peso non puo essere attribuita solo ad
una riduzione dell'assunzione di cibo, che pure € una conseguenza dell'avvelenamento da
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diossina. Infatti, animali trattati con TCDD ed alimentati artificialmente, in modo da
garantire un apporto calorico paragonabile a quello dei controlli, manifestano comunque
un‘alterazione dell'assorbimento intestinale dei nutrienti e del loro trasporto cosi da non poter
mantenere il giusto peso corporeo [98]. Negli animali trattati con diossina sono state
osservate numerose alterazioni del metabolismo lipidico: aumento della mobilizzazione dei
grassi dal tessuto adiposo [99], della loro ossidazione [100] e della chetogenesi [101],
diminuzione della sintesi ex novo dei grassi e aumento dei livelli plasmatici dei trigliceridi
[102]. L'esposizione alla diossina causa inoltre un'incapacita del glucosio di indurre sintesi
proteica negli adipociti [103,104]. Questo effetto della diossina sembrerebbe riconducibile
alla sua capacita di inibire l'uptake del glucosio attraverso una riduzione del numero e/o
dell'attivita dei trasportatori del glucosio GLUT4 e GLUT2 [103,104]. Recentemente [105] &
stato anche dimostrato che nel ratto la somministrazione di diossina é in grado di modificare
a livello ipotalamico l'espressione di geni coinvolti nella regolazione dell'assunzione di cibo
e del metabolismo.

Gli idrocarburi aromatici clorurati producono lesioni iperplastiche ed ipertrofiche a livello
della mucosa gastrointestinale con manifestazioni emorragiche e necrotiche piu 0 meno gravi
[106,107]. La TCDD e i composti correlati producono epatomegalia in tutte le specie
studiate, anche a basse dosi. Il sistema immunitario € stato per lungo tempo considerato un
bersaglio preferenziale della tossicita della diossina [108-111,41]; infatti, in tutte le specie
studiate, la TCDD e congeneri hanno prodotto una perdita di tessuto linfoide, specialmente
nel timo, ma anche nella milza e nei linfonodi [106] dovuta alla necrosi dei linfociti. Gli
effetti immunologici causati dalla diossina si manifestano con una diminuzione della
resistenza alle infezioni e delle risposte immunitarie umorali e cellulo-mediate. Essa
promuove le risposte infiammatorie come risulta da un aumento della produzione di
citochine infiammatorie come l'interleuchina-1 (IL-1) e il fattore di necrosi tumorale
(TNFa)[112]. Inoltre, l'esposizione cronica alla TCDD danneggia la riproduzione; nei

maschi causa una diminuzione della spermatogenesi, delle dimensioni dei testicoli e una
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degenerazione dei tubuli seminiferi [107]. Nelle donne esposte alla TCDD, lesioni
morfologiche sono state osservate nell'utero e nelle ovaie; inoltre, i livelli di progesterone ed
estrogeni nel sangue risultano significativamente diminuiti [106,107]. Altre osservazioni
suggeriscono che la TCDD possa avere effetti teratogeni. Inoltre, & interessante ricordare,
che & stata dimostrata l'esistenza di importanti interazioni (cross-talk) fra le vie di
trasduzione del segnale mediate da AhR e quelle degli estrogeni [113,114]. L'esposizione a
basse dosi di diossina pud essere associata a deficit comportamentali e neurologici, in
particolar modo se I'esposizione avviene durante lo sviluppo [115]. La neurotossicita € stata
osservata nell'uomo e confermata in parecchie specie da laboratorio [115]. L'esposizione di
animali adulti ad una singola dose di PCBs fa diminuire i livelli di diversi neurotrasmettitori
nel cervello, mentre esposizioni ripetute a basse dosi di PCBs sembrano compromettere il
metabolismo della dopamina cerebrale [115]. Modificazioni analoghe sono state riscontrate
anche in lavoratori di industrie chimiche, i quali sono maggiormente esposti a contaminanti
chimici come la diossina [116].

Esperimenti su animali trattati con alte dosi di diossina e studi su popolazioni umane
altamente esposte, hanno mostrato che i composti diossinici determinano un incremento del
rischio di ammalarsi di cancro [117]. Nel ratto, la diossina induce neoplasie nei polmoni,
nelle cavita nasali e orali, nella tiroide e nel fegato [118,119]. Per quanto riguarda I'uomo, il
Department of Health and Human Service degli Stati Uniti ha classificato la diossina fra le
sostanze sicuramente cancerogene [120]. A questo proposito pud essere interessante
ricordare che confrontando le concentrazioni di TCDD nei tessuti di animali trattati che
sviluppavano tumori e in quelli di una popolazione altamente esposta si € trovata una certa
similarita dei valori ottenuti [121]. Studi epidemiologici hanno suggerito che i lavoratori
impiegati nell'agricoltura e nelle industrie di produzione di pesticidi manifestano un elevato
rischio di sviluppare sarcoma dei tessuti molli, sindrome di Hodgkin e linfoma non-Hodgkin
[122-124]. La mortalita dovuta al cancro, come quelli dell'apparato digerente e del sangue,

risulta essere aumentata [125-129]. Infine, numerosi studi epidemiologici hanno dimostrato
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I'esistenza di una correlazione positiva fra esposizione alla diossina e I'insorgenza del diabete
di tipo 2 [130-134].

A guesto proposito, € anche utile ricordare che le caratteristiche relative all'alta diffusione e
all'elevata persistenza della diossina nell'ambiente la fanno ritenere al momento attuale forse
l'unico contaminante ambientale capace di causare effetti diffusi sulla popolazione generale
[135]. Queste sostanze, grazie alla loro lipofilicita e alla loro elevata resistenza alla
degradazione, risultano presenti, a basse concentrazioni, nel grasso di molti alimenti [23,136]
pertanto, possono raggiungere tutti gli individui di una popolazione. Infine, anche se,
associati ad un rischio di indurre diabete molto basso a livello individuale, possono

comungue provocare effetti significativi a livello dell'intera popolazione [137].

Relazione tra I’esposizione alla diossina e ’incidenza del diabete di

tipo 2: evidenze epidemiologiche

Come gia accennato precedentemente, diversi studi epidemiologici hanno contribuito a
stabilire una chiara relazione tra I'esposizione alla diossina (cosi come ai POPSs) e l'incidenza
del diabete di tipo 2 [138]. Questa associazione € stata prima riportata per la popolazione
esposta professionalmente e successivamente indagata nella popolazione generale. Molti
veterani della guerra in Vietnam sono stati esposti alla 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-diossina,
che era un contaminante presente nell'’Agent Orange, ampiamente utilizzato con defoliante
dall’aviazione degli Stati Uniti dal 1961 al 1971 [139]. Anche dopo molti anni, significativi
residui di diossina sono stati trovati nel siero di tali veterani (600 pt rispetto a 1-2 pt nella
popolazione non esposta) [130,140], a causa della lunga emivita della diossina e studiando i
possibili effetti sulla salute, & stata trovata una associazione significativa con il diabete di
tipo 2 [141].

Conclusioni simili sono state tratte da studi epidemiologici condotti sulla popolazione
esposta ad alti livelli di diossina a seguito di un incidente industriale avvenuto il 10 luglio

1976, nel reparto di produzione del triclorofenolo di un impianto chimico collocato vicino la
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citta di Seveso, a 25 km a nord di Milano [97,142,143]. In quella occasione si produssero
alcuni chilogrammi di diossina che contaminarono I'ambiente, causando la morte di
numerose forme di vita sia della flora che della fauna circostante. Benché un numero
consistente di individui, sia adulti che bambini, fossero venuti a contatto con la sostanza
chimica, per molti anni non si sono riscontrati effetti gravi sulla salute. Tuttavia € stato poi
evidenziato un innalzamento dell'incidenza dei tumori nella popolazione che viveva nelle
zone piu esposte alla diossina sprigionata con I'esplosione [144] e a 25 anni il follow-up della
popolazione esposta ha mostrato un significativo incremento della mortalitd da diabete
mellito tra le donne [129,145].

Altri studi epidemiologici, con risultati paragonabili, sono stati eseguiti sui lavoratori
d'industria esposti professionalmente [146], su veterani delle guerre in Corea e in Vietnam,
che sono stati esposti all'’Agent Orange [131], e su individui che vivono vicino a inceneritori
di rifiuti municipali [147] o vicino a siti di rifiuti pericolosi [148]. Inoltre, correlazioni simili
sono state ottenute in 24 anni di studi di follow up su 1054 vittime della ‘’malattia dell'olio*’
che alla fine degli anni '70, furono accidentalmente esposte ad olio di riso contaminato con
policlorinato bifenile [149]. Altri autori hanno ottenuto risultati contrastanti studiando
lavoratori professionalmente esposti [150-154], in particolare, recentemente, & stato
rianalizzato lo studio Ranch Hand [155] ed é stato ipotizzato che la progressione del diabete
sia responsabile dell'aumento dei livelli di diossina piuttosto che esserne causata.

Negli ultimi anni, lo studio dell’associazione tra esposizione alla diossina e incidenza del
diabete é stato esteso da singoli individui esposti per motivi professionali o accidentali alla
popolazione generale. La caratteristica principale dei POPs & che essi sono per lo piu presenti
come componenti di miscele chimiche, per cui, quando si valutano gli effetti sulla
popolazione generale di un'esposizione di fondo ai POPs, si deve tener presente che i dati
ottenuti non possono essere semplicemente attribuiti all'effetto esclusivo di quel composto,
ma devono piuttosto essere visti come il risultato di un effetto additivo della miscela [156].

A seguito di uno studio di popolazione in Belgio, per la prima volta, emerse che nel siero dei
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pazienti diabetici aumentavano significativamente i livelli di diossina e policlorinati bifenili.
Nel 2006, incrociando i dati raccolti dal 1999-2002 dall' U.S National Health e dall'
Examination Survey, [132,157] alcuni studiosi trovarono una forte correlazione tra la
concentrazione di POPs nel siero (specialmente di composti organoclorati) e il diabete.
L'associazione con i livelli sierici di POPs fu in seguito estesa, dallo stesso gruppo,
all'insulino resistenza [158], alla prevalenza della sindrome metabolica, e all'obesita
addominale [159] tra adulti non diabetici. Questi risultati sono stati ulteriormente supportati
da uno studio di Everett [133] che ha mostrato una significativa correlazione positiva tra il
diabete e la policlorinato dibenzo-p-diossina, il policlorinato bifenile e il DDT in un gruppo
di 1830 soggetti dal 1999 al 2002 (National Health e Examination Survey). Altri studi sulla
popolazione generale hanno ulteriormente confermato I'associazione tra l'esposizione ai
POPs e l'incidenza del diabete [160-167].

I POPs sono generalmente lipofilici, resistenti alla degradazione e tendenti al bioaccumulo
nella catena alimentare, per questi motivi, benché vi sia un declino generalizzato nei livelli
ambientali nelle ultime decadi, vengono soprattutto trovati come contaminanti dei cibi. In
considerazione di cio, alcuni studi recenti sulla relazione tra consumo di cibi, quali pesci e
mammiferi marini, e l'incidenza del diabete possono essere particolarmente interessanti. E'
stata mostrata una significativa associazione tra i livelli di POP nel plasma e la compromessa
funzione delle cellule B tra gli Inuit della Groenlandia [168], altri hanno riportato che i tassi
di prevalenza del diabete sono 3-5 volte piu altri tra gli aborigeni Canadesi rispetto alla
popolazione generale [169], e altri ancora hanno trovato una positiva correlazione tra i livelli
sierici di p,p'-DDE e alcuni policlorinati bifenili congeneri negli aborigeni Canadesi [170].
Infine, Rylander [171] ha riportato una correlazione significativa tra i livelli plasmatici di
POP e il diabete di tipo 2 nei pescatori svedesi e nelle loro mogli mentre Turyk [172] ha
trovato una simile significativa associazione in un gruppo di sportivi dei Grandi Laghi
consumatori di pesce.

Nonostante la letteratura epidemiologica sia ancora lontana dall'essere omogenea e presenti
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diverse mancanze e incongruenze, la principale conclusione che si puo trarre € che vi sono
forti evidenze che i Persistent Organic Pollutants (POPs) costituiscano fattori di rischio per
il diabete nell'uomo [156].

Recentemente sono stati proposti nuovi ed originali modi per studiare l'associazione tra
I'esposizione alla diossina e ad altri POP con il diabete. Fujiyoshi [173], al fine di offrire
qualche indizio sul meccanismo d'azione diabetogena della diossina nell'uomo, ha eseguito
una ricerca epidemiologica molecolare in campioni di tessuto adiposo provenienti da
veterani del Vietnam dell' aviazione USA che erano stati esposti 0 no alla diossina. Gli studi
sono stati condotti con l'uso della quantitative reverse-transcribed PCR (QRT-PCR) su geni
selezionati e hanno rilevato che l'indicatore molecolare piu sensibile e affidabile di diabete
indotto da diossina era il rapporto mRNA di GLUT4 e NFkB, un marcatore
dell'inflammazione. E' interessante notare che questo rapporto mostra significative
correlazioni con i livelli sierici di diossina e glicemia a digiuno, non solo tra i veterani
esposti, ma anche nel gruppo di controllo, che ha bassi livelli di diossina rispetto alla
popolazione generale.

Molte evidenze epidemiologiche supportano l'ipotesi di un'associazione positiva tra
I'esposizione a diossina o altri POPs e l'incidenza del diabete. Comunque, tale associazione
non implica necessariamente un legame causale poiché altre spiegazioni sono plausibili. Per
questo, molto recentemente, un gruppo di esperti si € riunito per valutare l'associazione tra
POPs e diabete in studi epidemiologici, indicando la necessita di ulteriori studi su animali ed
in vitro per analizzare i meccanismi al fine di chiarire il ruolo dei POPs nello sviluppo delle

malattie metaboliche, campo che ¢ stato scarsamente indagato sino ad anni recenti.

Epigallocatechina-3-gallato

E’ stato dimostrato che l'epigallocatechina-3-gallato (EGCG) & in grado di agire come
inibitore del recettore arilico legandosi alla Heat Shock Protein 90 (Hsp90), una delle sue
proteine accessorie [174,175]. L'EGCG é la catechina piu abbondante nel te verde

costituendo piu del 40% dei polifenoli totali in esso contenuti [176]. Il té verde contiene
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infatti vari composti polifenolici, quali: EGCG, I'epigallocatechina, I'epicatechina-3-gallato
ed l'epicatechina. L'EGCG & inoltre la sola catechina presente nel plasma in forma libera
dopo l'assorbimento intestinale ed & quella a piu lunga emivita plasmatica nell'uomo. In

Figura & mostrata la struttura chimica dell’epigallocatechina-3-gallato.
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(-)-epigallocatechin-3-gallate (EGCG)
Figura: struttura chimica del'EGCG

Numerosi studi sperimentali ed epidemiologici hanno mostrato che I’EGCG puo ridurre il
rischio di malattie croniche come quelle cardiovascolari, I'obesita ed il cancro. Inoltre, é stato
mostrato che il consumo di estratti di té verde o di EGCG ha effetti benefici nel controllo
della glicemia in soggetti obesi e diabetici ed in modelli animali di diabete.[177]. L'EGCG si
é dimostrata in grado di esercitare effetti benefici su alcune malattie autoimmuni quali
l'artrite reumatoide, la sindrome di Sjogren e I'encefalomielite. E' stato inoltre riportato che
I'EGCG modula la funzione di linfociti, macrofagi e cellule dendritiche, sopprimendo il
rilascio di citochine pro-infiammatorie [177]. Altri effetti benefici attribuiti al’EGCG
includono I’attivita antiossidante, anti-angiogenetica e anti- proteolitica. In aggiunta a cio, in
un numero sempre maggiore di studi, viene messa in evidenza I’influenza del’EGCG

sull’apoptosi in molti sistemi biologici [178].
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Scopo della tesi

Il gruppo di ricerca presso il quale ho svolto il mio internato di tesi si dedica ormai da anni
allo studio della possibile azione diabetogena della diossina; tale interesse era stato
inizialmente motivato dalla relativa scarsita di lavori sperimentali riguardanti gli effetti della
diossina sulla funzione endocrina del pancreas che rendeva necessario un approfondimento
di questo aspetto, per cercare di individuare una base biologica plausibile a sostegno delle
osservazioni epidemiologiche precedentemente ricordate.

Sulla base di queste premesse, i primi studi hanno dimostrato che la diossina, somministrata
in vivo a basse dosi, & in grado di indurre rapidamente un danno specifico della funzionalita
secretoria del pancreas endocrino nel ratto, associata ad una diminuzione della captazione
del glucosio da parte delle cellule pancreatiche, ma non riconducibile direttamente ad una
diminuzione della quantita dei trasportatori specifici per il glucosio (GLUT2) [218].
Successivamente, la B-tossicita della diossina € stata ulteriormente caratterizzata
utilizzando come modello sperimentale la linea cellulare INS-1, derivante da un insulinoma
di ratto indotto con raggi X, ben differenziata e capace di secernente insulina in risposta al
glucosio. Questi esperimenti hanno permesso di dimostrare che la diossina, anche a dosi
molto basse (1,0-12,5 nM) é particolarmente tossica per le cellule INS-1 che pertanto
possono essere considerate un bersaglio specifico e assai sensibile dell’azione tossica di tale
sostanza [179]. Inoltre, allo scopo di approfondire lo studio dei meccanismi dell’azione
tossica della diossina sulle cellule pancreatiche INS-1, sono stati valutati gli effetti di
potenziali agenti protettivi scelti in base alla loro capacita di modulare alcuni dei
meccanismi biochimici per i quali in letteratura é stato ipotizzato un ruolo patogenetico nel
danno indotto dalla diossina. | risultati ottenuti hanno permesso di dimostrare che la
preincubazione con acido deidroascorbico (DHA), provocando un aumento dose-
dipendente della concentrazione intracellulare di vitamina C, era in grado di proteggere,
anche se solo parzialmente, le cellule INS-1 dalla tossicita acuta della diossina,

probabilmente preservando la funzione mitocondriale [180]. E’ stato inoltre possibile
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dimostrare che 1’epigallocatechina-3-gallato (EGCG), un flavonoide di origine vegetale
scelto principalmente in base alla sua capacita di interagire con il recettore arilico (AhR),
esercita un notevole effetto protettivo nei confronti dell’azione della diossina nelle cellule
INS-1 [181]. Questi esperimenti hanno indicato che il mitocondrio rappresenta uno dei
principali bersagli dell’azione tossica acuta della diossina e hanno altresi permesso di
chiarire il ruolo rivestito dalla notevole attivazione dei meccanismi autofagici nel processo
che conduce alla morte cellulare indotta dalla diossina.

Il progetto sperimentale oggetto della mia tesi si & proposto, sulla base dei suddetti risultati,
di studiare gli effetti tossici della diossina sulle isole di Langerhans isolate dal pancreas del
ratto, che, nei confronti della linea cellulare INS-1, rappresentano sicuramente un sistema
sperimentale piu vicino all’ambito fisiologico. Le isole pancreatiche rappresentano infatti
un vero e proprio organo endocrino in miniatura, nell’ambito del quale la funzione delle
cellule B ¢ regolata in modo piu appropriato dagli stimoli fisiologici ed ¢ inoltre influenzata
dal continuo scambio di segnali chimici con gli altri tipi cellulari presenti all’interno della
stessa isola.

Gli esperimenti a cui ho partecipato e che sono oggetto della mia tesi sono stati volti a:
a) indagare gli effetti della TCDD sulla mortalita delle isole isolate;

b) valutare I’effetto di varie dosi di TCDD sulla funzione secretoria in isole di

Langerhans isolate di ratto;

c) cercare di comprendere il meccanismo di azione della TCDD nelle isole,
valutando 1’espressione di alcuni geni rilevanti per la funzione secretoria o

coinvolti nel processo apoptotico;

d) studiare la possibilita di contrastare gli effetti di TCDD nelle isole usando

I’EGCG, sostanza in grado di legarsi al recettore arilico.
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MATERIALI E METODI

Animali

Abbiamo utilizzato ratti Sprague-Dawley di 250-300g di peso per I’isolamento delle isole di
Langerhans. Gli animali sono stati acquistati dalla ditta Harlan Italy e mantenuti nello
stabulario del Dipartimento di Ricerca Traslazionale e delle Nuove Tecnologie in Medicina e
Chirurgia dell’Universita di Pisa fino al momento del sacrificio, sottoposti a cicli controllati

di luce-buio di 12 h ed alimentati con una dieta standard Teklad in cubetti compressi (Harlan

Italy).

Isolamento isole e coltura

Le isole di Langerhans sono state isolate dal pancreas dei ratti attraverso digestione
enzimatica con collagenasi, secondo una modifica del metodo di Lacy e Kostianovsky [182].
L'enzima collagenasi agisce in prevalenza sul tessuto connettivo e sul friabile tessuto
esocrino, lasciando pressoche intatte le isole di Langerhans. Gli animali sono stati
anestetizzati con 0,1 ml 100 g p.c di Nembutal (5g9/100 ml). Prima di iniziare la chirurgia
I'addome dei ratti & stato bagnato con alcool per evitare eventuali contaminazioni. Praticata
una incisione addominale a V, si € messo allo scoperto il pancreas ed é stato chiuso il dotto
pancreatico con una pinza emostatica a livello dell’inserzione nel duodeno [183]. Il dotto
epato-pancreatico & stato inciso con forbici a molla e poi introdotta la cannula. Sono stati
quindi iniettati lentamente 15 ml di soluzione contenente collagenasi (1 mg/ml di collagenasi
P in tampone Hank’s). Il pancreas dilatato ¢ stato rimosso in modo da non far defluire la
soluzione di collagenasi e posto in un contenitore in un bagnetto a 37°C in agitazione per 15
min. Al termine della digestione, il contenitore é stato tolto dal bagnetto, e il materiale fatto
passare piu volte attraverso una pipetta Pasteur di plastica per omogeneizzarlo. Poi, € stato
aggiunto tampone freddo e lasciato in ghiaccio a sedimentare al fine di far cessare l'azione
enzimatica della collagenasi. Dopo aver ripetuto questa procedura per due volte, parte del

tampone é stato eliminato e il materiale restante aspirato con una siringa da 10 ml con ago

32



14-G in modo da eliminare ci0 che non attraversava 1’ago. Il materiale raccolto ¢ stato
filtrato e posto in un Falcon da 50 ml, ad esso € stato aggiunto tampone freddo ed e stato
centrifugato per 3 min a 500 g. Il passo successivo é stato I'eliminazione del sopranatante per
capovolgimento e la risospensione del pellet in 10 ml di Histopaque 1119. In seguito,
lentamente, sono stati stratificati 10 ml di Hispotaque 1077 e poi 10 ml di tampone Hank’s
freddo contenente siero albumina bovina (1mg/mL). Dopo centrifugazione a 1000 g per 20
min a 10°C, le isole si posizionano all'interfaccia tra il secondo ed il terzo strato, da dove
sono state raccolte con una pipetta Pasteur in un Falcon e lavate 2 volte con tampone freddo
centrifugando a 500 g per 3 min. Le isole separate con questo procedimento, sono state
riconosciute con 1’ausilio di un microscopio stereoscopico e trasferite con pipetta in una
capsula di Petri contenente terreno di coltura (RPMI), lavate piu volte in tampone RPMI
sterile ed infine incubate in presenza di RPMI, contenente HEPES 10 mM, L-glutammina 2
mM, B-mercaptoetanolo 50 pM, sodio piruvato 1 mM, penicillina 100 U/ml e streptomicina
100 pg/ml e 10% FCS, e mantenute per almeno 24 h a 37°C in incubatore con atmosfera
umidificata di aria e contenente CO, al 5%. Quindi, le isole sono state distribuite in piastre
da 24 pozzetti con 1’ausilio di uno stereomicroscopio: gruppi di 10 isole sono stati utilizzati
per le prove funzionali e la valutazione dell'apoptosi e della necrosi; gruppi di 300-350 isole

per la valutazione dell’espressione genica.

Valutazione funzionale

Dopo 1 0 6 h di coltura in presenza di varie dosi di TCDD (1, 6 e 12 nM), il mezzo é stato
rimosso e le isole lavate con KRB/Hepes contenente glucosio 2,8 mM e preincubate per 30
min nello stesso tampone. Al termine, il mezzo ¢ stato rimosso e le isole incubate per 60 min
in presenza di KRB/Hepes contenente glucosio 2,8 o 16,7 mM. Terminata l'incubazione, il
mezzo € stato rimosso ed utilizzato per la determinazione dell'insulina rilasciata ed il
contenuto residuo di insulina delle isole estratto con 1 ml di etanolo acidificato freddo
(150:47:3 vi/v etanolo assoluto:H,O: HCI concentrato), secondo una modificazione del

metodo di Kenny [184]. Questo & un procedimento di estrazione semplificato che richiede la
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semplice omogenizzazione in etanolo-acido senza precipitazione, e consente di estrarre
insulina ed altri polipeptidi pancreatici quali proinsulina, peptide C, glucagone e
somatostatina. L'estratto in etanolo-acido pud essere usato direttamente per il dosaggio
ormonale, purché convenientemente diluito nel tampone del dosaggio.

Il rilascio di insulina e stato calcolato come percentuale del contenuto iniziale dell'ormone

nelle cellule .

Dosaggio di insulina

L'insulina é stata determinata con l'ausilio di un dosaggio radioimmunologico come descritto
da Herbert et al. [185]. Questo dosaggio si basa sulla competitivita nell’occupare i siti leganti
dell’anticorpo anti-insulina aggiunto durante il dosaggio, tra ’insulina presente nel campione
e I’insulina marcata con **I, aggiunta successivamente. Dopo due giorni di incubazione a
4°C, periodo ottimale per raggiungere I’equilibrio nel nostro sistema, 1’insulina legata
all’anticorpo ¢ stata separata da quella libera mediante aggiunta di una sospensione di
carbone attivo inerte in tampone glicina a pH 8,8.

Dopo centrifugazione per 10 min a 2500 g ed eliminazione del sopranatante, la radioattivita
contenuta nel fondello di carbone, attribuibile all’insulina libera, ¢ stata misurata con un
contatore gamma. La curva di taratura e stata ottenuta usando insulina umana come standard.
La sensibilita ed i coefficienti di variazione del radioimmunodosaggio sono stati i seguenti:
limite di sensibilita 0,13 ng/ml, variazione intradosaggio 3,1%, variazione interdosaggio

10,2%.

Valutazione di apoptosi e necrosi

Per la valutazione dell'apoptosi e della necrosi é stato adottato un metodo quantitativo basato
sul principio del “sandwich-enzyme-immunoassay”, che utilizza anticorpi monoclonali di
topo diretti, rispettivamente, contro DNA ed istoni. Cio ha permesso la determinazione
specifica di mono- ed oligo-nucleosomi nella frazione citoplasmatica dei lisati cellulari.
Gruppi di 10 isole sono stati incubati in 1 ml di RPMI contenente varie dosi di TCDD (1, 5,

10, 25, 50 nM) in presenza o meno di EGCG (200 uM) per 24 0 6 h. Al termine, il mezzo e
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le isole sono stati recuperati, messi in provette Eppendorf e centrifugati per 10 min a 200 g.
Il sopranatante € stato recuperato ed utilizzato per la determinazione della necrosi. Dalle
provette contenenti il pellet, il mezzo residuo e stato rimosso per capovolgimento, poi sono
stati aggiunti 200 pl del tampone di lisi e le provette incubate per 20 min a temperatura
ambiente su un pianetto basculante. Al termine dell’incubazione, le provette sono State
centrifugate come sopra, ¢ 20 ul di sopranatante sono stati posti in piastre da 96 pozzetti
rivestiti con streptavidina. Dopo aver messo nella piastra anche 20 ul di standard, controllo
positivo (fornito dal kit) e controllo negativo (RPMI privo di cellule), abbiamo aggiunto, in
tutti i pozzetti, 80 pl di miscela contenente anticorpo anti-istone-biotina e anticorpo anti-
DNA-perossidasi preparata fresca subito prima dell'uso. La piastra & stata chiusa con una
pellicola trasparente, avvolta in carta stagnola e tenuta per 2 h a temperatura ambiente su un
pianetto in agitazione. Al termine, il sopranatante e stato rimosso e la piastra lavata per 3
volte, prima dell’aggiunta di 100 pl di una soluzione contenente 2,2’-azinobis-(3-
etilbenzotiazolina-6-solfonato), substrato per la ossidasi. Infine, la piastra € stata letta a due
lunghezze d’onda (405nm e 490 nm) e i valori della lettura di riferimento (490 nm) sono stati
sottratti, quindi é stato sottratto il bianco, ed i risultati espressi come incremento rispetto al

controllo posto uguale a 1.

Microscopia elettronica

Le isole di Langerhans di ratto dopo un periodo di incubazione di 24 h in RPMI da solo o
contenente TCDD 10 o 50 nM, sono state fissate in gluteraldeide (2,5% in tampone fosfato
0,1 M) per 20 min a temperatura ambiente. Le isole sono state poi lavate in tampone fosfato
0,1 M a pH 7,3, sottoposte a post-fissazione in tetrossido di osmio (0,1% in tampone fosfato
0,1 M) ed infine deidratate nella serie continua degli alcoli. Nella fase finale della
deidratazione le cellule sono state raccolte meccanicamente mediante scraping e concentrate
mediante centrifugazione. I pellet cellulari ottenuti sono stati rapidamente trasferiti in ossido

di propilene ed infine inclusi in resina PolyBed 812. Le sezioni ultrasottili, ottenute
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utilizzando un ultramicrotomo con lama di diamante, sono state colorate con acetato di

uranile e citrato di piombo ed osservate con un microscopio elettronico Zeiss 902.

Espressione genica

Estrazione RNA totale

Al termine del periodo di incubazione di 6 h, la sospensione cellulare é stata trasferita in
Eppendorf da 1,5 ml sterili, centrifugata a 4500 rcf per 1 min al fine di separare le isole, che
sono state utilizzate per I’estrazione di RNA, dal terreno di coltura che invece é stato usato
per la determinazione dei nitriti (600 pl). 1l pellet € stato lavato 2 volte con PBS e poi portato
a secco. Per l'estrazione del RNA totale ¢ stato utilizzato il kit “RNeasy Mini Kit®”, che
prevede 1’utilizzo di colonne contenenti una membrana in grado di trattenere I’RNA. Il pellet
e stato scongelato lentamente in ghiaccio; successivamente ¢ stato aggiunto “QIAzol Lysis
Reagent”, necessario per ottenere il lisato cellulare, ed il tutto & stato opportunamente
omogeneizzato meccanicamente con siringa per 5 volte e tenuto a temperatura ambiente (15-
25°C) per 5 min. Alla soluzione sono stati aggiunti 140 uL di cloroformio e successivamente
essa € stata agitata vigorosamente per 15 sec allo scopo di mescolare le due fasi. Le
eppendorf sono state centrifugate per 15 min a 12,000 g a 4°C. La fase acquosa € stata poi
trasferita in nuove Eppendorf ed ¢ stato aggiunto un volume 1,5 (525 ul) di etanolo 100%.
Nel passaggio successivo il lisato é stato trasferito nell’apposita colonna del kit posta
all’interno di un tubo da centrifuga e sottoposta a centrifuga di 8000 g per 15 sec. L’RNA
trattenuto sulla colonna ¢ stato lavato con il tampone “RW1” e successivamente con il
secondo tampone “RPE”. Dopo aver trasferito la colonna in un nuova provetta Eppendorf,
I’RNA ¢ stato eluito aggiungendo direttamente 25 ul di acqua “RNase free” sulla membrana

della colonna che é stata centrifugata a 8000 g per 1 min.

Quantificazione RNA totale

I campioni di RNA totale ottenuti sono stati quantificati con il Nano-Drop al fine di:
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v ricavare la concentrazione di RNA estratto tramite il valore di assorbimento alla

lunghezza d'onda di 260 nm;

v’ valutare indicativamente il grado di purezza della preparazione; un rapporto di
assorbimento tra 260 e 280 nm maggiore di 1,7 indica un buon contenuto di acidi

nucleici (principalmente RNA) rispetto al contenuto di proteine.

Retrotrascrizione RNA

Per la reazione di retrotrascrizione ¢ stato utilizzato il “iScript Reverse Transcription kit®”
che, grazie all’attivita della trascrittasi inversa, ¢ in grado di sintetizzare una molecola di
cDNA usufruendo di un filamento di RNA come stampo. Per ogni campione, sono stati presi
una quantitd di pL tali da contenere 1 pug di RNA, ed aggiunta H,0 RNase free fino ad un
volume finale di 15 pl. Ad ogni campione sono stati aggiunti 4 ul di 5x iScript reaction mix e
1 wl di iScript Reverse Transcriptase Mix. La reazione avviene mediante una prima
incubazione a 25°C per 5 min, una seconda incubazione a 45°C per 30 min seguita, infine,
da una fase di inattivazione dell’enzima a 85°C per 5 min. I campioni di cDNA cosi ottenuti
sono stati conservati a -20°C sino all’analisi dell’espressione genica tramite quantitative-

PCR (Real Time-PCR).

PCR Quantitativa (Real Time-PCR qRT-PCR)

La Real-Time PCR ¢ una tecnica che consente la simultanea amplificazione e quantificazione
del DNA stampo attraverso il monitoraggio, in tempo reale, dell’intensita di fluorescenza che
si libera dal prodotto di amplificazione durante la reazione a catena della DNA polimerasi.
Questo risulta possibile mediante 1’impiego di marcatori fluorescenti (Syber Green), il cui
accumulo, a livello del prodotto di reazione, segue la stessa cinetica della PCR. Il colorante
fluorescente, intercalato nel DNA a doppio filamento ed eccitato da una luce laser, emette
energia luminosa ad una specifica lunghezza d’onda. La luce raccolta ed analizzata da uno
spettrografo viene poi convogliata in una telecamera CCD, che integra il segnale e lo

converte in un dato numerico che viene registrato dal software, gestito da un personal
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computer interfacciato al termociclatore (Rotore-Gene Qiagen). Il. Rotore Gene possiede un
programma che misura i valori dei cicli di amplificazione delle efficienze usando il metodo
Pfaffl di quantificazione relativa.

La miscela di reazione che é stata applicata comprende:
v 5 ul di cDNA, diluito 1:50;

v" 10 ul di SSo Advanced Universal Sybr® Green Supermix (contenente Tagq polimerasi,

dNTPs, buffer, sonda);
v" 1 pl di primer Senso (soluzione 10 uM);
v" 1 pl di primer Antisenso (soluzione 10 pM);
v H,0 fino ad arrivare ad un volume di 20 pl.

Per I’amplificazione ¢ stato utilizzato il programma riportato nella Tabella sottostante.

Temperature Time Cycle Number

Hot start 95°C 5 min 1

95°C 15 sec
Amplification °C Primer 30 sec Variabile

72°C 10 sec
Melting 95°C 5 sec

1
Curve 65°C 1 min

Cooling 40°C 10 min 1

Tabella: Programma di amplificazione Real Time-PCR
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Housekeeping Gene

Per poter quantificare 1’espressione genica di un campione ¢ necessario disporre di un
riferimento, che non si modifichi durante il trattamento, rappresentato da un gene diverso dal
gene di interesse, ed espresso costitutivamente nel campione e nel controllo. Tali geni
costitutivi, denominati housekeeping, sono caratterizzati dal fatto che la loro espressione
segue Dattivita trascrizionale della cellula; ne consegue che la quantita di RNA e quindi di
cDNA utilizzato quale DNA stampo e ad essa proporzionale. Dunque, prima di valutare la
differenza tra i cicli di amplificazione (C+) del gene di interesse nel campione e nel controllo,
€ stato necessario determinare per ciascuno i valori di C; del gene housekeeping, che nel
nostro caso & ipoxantinaguanina fosforibosiltransferasi (HPRT). Calcolati tali valori, si puo

procedere alla determinazione dell’espressione.

Controllo PCR
Per evidenziare eventuali contaminazioni da DNA nei reagenti necessari per I'amplificazione
genica, € stato eseguito un controllo negativo per ogni reazione, detto bianco, e contenente

H,O in cui erano presenti tutti i componenti tranne il cONA.

Primers utilizzati
| primers di ratto utilizzati per lo studio dei trascritti dei geni funzionali (INS-1, GLUT-2),
anti-apoptotici (Bcl2 e Bcl XL) e pro-apoptotici (PUMA, DP5, BIM, BAK, BAX) sono stati

acquistati.

Dosaggio dei nitriti

La determinazione dei nitriti € stata eseguita con il metodo spettrofotometrico utilizzando il
reattivo di Griess, metodo molto sensibile, capace di rilevare piccole quantita di nitriti. Lo
ione NO5 puo essere determinato per via fotometrica, poiché reagendo con il reattivo, forma
un azocomposto che mostra estese coniugazioni e pertanto assorbe nel visibile, presentando
un massimo di assorbimento a 520 nm. A 100 ul di mezzo sono stati aggiunti 100 pl del

reattivo di Griess ottenuto mescolando uguali volumi di soluzione A costituita da 1,3 % di
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sulfonilamide in acido acetico al 60 % e soluzione B (0,1 % naftiletilendiamina diidrocloride
in acqua) preparato non piu di dodici ore prima dell' uso. A seguito di una serie di reazioni
chimiche che avvengono tra i composti, si origina un colorante azoico rosso che presenta un
picco massimo di assorbimento alla lunghezza d'onda di 520 nm. La piastra € stata incubata
per 10 min a temperatura ambiente su pianetto basculante e l'assorbanza misurata con un
lettore di piastre a 540 nm. Le concentrazioni sono state calcolate usando uno standard di

NaNO, in RPMI.

Reagenti

Histopaque 1119 e 1077 sono stati acquistati da SIGMA. |l terreno di coltura RPMI e il siero
bovino fetale sono stati forniti da INVITROGEN. La collagenasi P e il kit ELISAplus sono
stati acquistati da ROCHE. Naftiletilendiamina diidrocloride e sulfonilamide sono stati

acquistati da SIGMA. Il kit RNeasy Mini Kit® ¢ stato acquistato da QIAGEN. iScript
Reverse Transcription kit® , SSo Advanced Universal Sybr® Green Supermix sono stati
acquistati da BIO-RAD. | primers: gene BIM é stato acquistato da QIAGEN; geni INS-1,

GLUT-2, Bcl2 sono stati acquistati da IDT; geni Puma, Bcl XL, Bax, Bak, DP5 sono stati

forniti da SIGMA. Il primer del gene housekeeping HPRT & stato acquistato da IDT.

Analisi statistica

| risultati sono espressi come media £ ESM. La significativita statistica e stata valutata
mediante analisi della varianza (ANOVA), seguita da test di Fisher come metodo di analisi
post-hoc per stabilire le differenze tra coppie di dati utilizzando il programma GraphPad

Instat. Un valore di p<0,05 é stato considerato significativo.
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RISULTATI

Effetti della diossina sulla vitalita cellulare in isole di Langerhans

Per caratterizzare la tossicita della diossina sulle isole di Langerhans isolate di ratto, abbiamo
per prima cosa valutato gli effetti di una incubazione di 24 h con concentrazioni crescenti di
TCDD (da 0 a 50 nM) sulla mortalita cellulare. Per far questo abbiamo utilizzato un
particolare ELISA, utilizzabile direttamente su aggregati cellulari ed in grado di fornire dati
quantitativi sui livelli sia di apoptosi che di necrosi. Con tale metodo abbiamo constatato che
i livelli di apoptosi (Fig. 1A) aumentano in maniera dose dipendente, divenendo
significativamente piu elevati dei controlli alle concentrazioni di TCDD 10 e 25 nM. Poi, per
la dose di diossina piu alta tra quelle utilizzate (50 nM), i livelli di apoptosi tendono a
diminuire pur rimanendo significativamente piu alti di quelli delle isole di controllo. La Fig.
1B mostra che la diossina causa anche un aumento dose-dipendente della necrosi, che
diventa significativo rispetto ai controlli per le dosi piu alte di TCDD utilizzate (25 e 50 nM).
Dal momento che un’incubazione per 24 h con TCDD determinava effetti cosi importanti
sulla mortalita delle cellule pancreatiche, abbiamo voluto verificare quali fossero le
conseguenze di un’esposizione alle stesse dosi di diossina per un periodo piu breve.
Abbiamo quindi valutato I’apoptosi e la necrosi nelle isole isolate di ratto esposte per 6 h a
varie concentrazioni di TCDD. La Fig. 2A mostra che i livelli di apoptosi aumentano
significativamente solo per la dose di TCDD piu alta (50 nM), mentre non si verifica alcun

incremento nella necrosi (Fig. 2B).
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FI1G.1 Effetto di 24 h di esposizione a diossina sull’apoptosi (pannello A) e sulla necrosi
(pannello B) in isole isolate di ratto. Le isole isolate di ratto sono state tenute in coltura per
24 h dopo I’isolamento. Dopo gruppi di 10 isole sono stati trasferiti in piastre da 24 pozzetti
ed incubati per 24 h in presenza di varie dosi di TCDD (1, 5, 10, 25 e 50 nM). Al termine
dell’incubazione, la necrosi ¢ stata determinata nel mezzo di coltura e I'apoptosi nel lisato
delle isole raccolte utilizzando il kit Cell death detection ELISA-Plus. | dati sono espressi
come incremento rispetto al controllo posto uguale a 1.

*p < 0,05 almeno rispetto alle isole di controllo. (C) (test post-hoc di Fisher)
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FI1G.2 Effetto di 6 h di esposizione a diossina sull’apoptosi (pannello A) e sulla necrosi
(pannello B) in isole isolate di ratto. Le isole isolate di ratto sono state tenute in coltura per
24 h dopo I’isolamento. Dopo gruppi di 10 isole sono stati trasferiti in piastre da 24 pozzetti
ed incubati per 6 h in presenza di varie dosi di TCDD (1, 5, 10, 25 e 50 nM). Al termine
dell’incubazione, la necrosi é stata determinata nel mezzo di coltura e l'apoptosi nel lisato
delle isole raccolte utilizzando il kit Cell death detection ELISA-Plus. | dati sono espressi
come incremento rispetto al controllo posto uguale a 1.

* p < 0,05 almeno rispetto alle isole di controllo. (test post-hoc di Fisher)
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Alterazioni ultrastrutturali indotte dalla diossina in isole isolate

Isole di ratto isolate incubate per 24 h in RPMI da solo o contenente due diverse
concentrazioni di TCDD (10 e 50 nM) sono state processate e analizzate per la microscopia
elettronica al fine di studiare le alterazioni cellulari a livello ultrastrutturale. Nelle isole di
controllo (Fig. 3, 4 ¢ 5 C) vi sono molte cellule B con abbondanti granuli maturi d’insulina
caratterizzati dal tipico core denso circondato da un evidente alone bianco. Si notano anche
alcuni granuli immaturi con core meno denso ed alone sottile. | nuclei sono rotondi e
contengono cromatina non condensata. I mitocondri, ’apparato di Golgi ed il reticolo
endoplasmatico rugoso hanno un aspetto normale. Non si vedono cellule morte.

Dopo un’incubazione delle isole per 24 h con TCDD 10 nM (Fig. 3 e 4, TCDD10) nel nucleo
la cromatina appare maggiormente addensata, nel citoplasma sono ancora presenti numerosi
granuli di insulina che non appaiono diversi da quelli dei controlli. Gli altri organuli
citoplasmatici non presentano alterazioni di rilievo, con 1’eccezione dei mitocondri, che sono
piu numerosi e di forma piuttosto irregolare, con cristae evidenti e talvolta dilatate.

Nelle Fig. 5 e 6 (TCDD50) sono illustrate le alterazioni ultrastrutturali delle isole dopo 24 h
in presenza di TCDD 50 nM. Le cellule B presentano nuclei con cromatina addensata in zolle
alla periferia e nucleoli evidenti. | mitocondri in genere appaiono notevolmente rigonfiati
con matrice dispersa e creste frammentate. | granuli non sono sempre presenti. Sono evidenti
numerose cellule in apoptosi tardiva e in necrosi. Le cellule in apoptosi tardiva si
riconoscono perché appaiono collassate, il nucleo presenta cromatina fortemente addensata e
talvolta & frammentato; in prossimita della membrana cellulare si osservano voluminosi
vacuoli scarsamente elettron-densi che costituiscono i caratteristici “blebs”.

Il trattamento con TCDD determina gli effetti descritti nelle cellule B, mentre gli altri tipi
cellulari che compongono le isole di Langerhans si mostrano molto piu resistenti alla
sostanza tossica, non presentando alterazioni di rilievo neppure alla dose piu alta utilizzata

(dati non mostrati).
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F1G.3-4 Effetto della diossina (10 nM) sull’ultrastruttura di isole isolate di ratto.
Immagini rappresentative ottenute con il microscopio elettronico di cellule B in isole di ratto
isolate incubate per 24 h in RPMI da solo (C) o contenente TCDD (10 nM). Al termine del
periodo di incubazione le isole sono state fissate con gluteraldeide 2.5% e processate per
’analisi al microscopio elettronico come descritto in dettaglio in materiali e metodi.

M indica i mitocondri. Ingrandimento X 10000.
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FI1G.5-6 Effetto della diossina (50 nM) sull’ultrastruttura di isole isolate di ratto.
Immagini rappresentative ottenute con il microscopio elettronico di cellule B in isole di ratto
isolate incubate per 24 h in RPMI da solo (C) o contenente TCDD (50 nM). Al termine del
periodo di incubazione le isole sono state fissate con gluteraldeide 2.5% e processate per
I’analisi al microscopio elettronico come descritto in dettaglio in materiali e metodi.

M indica i mitocondri. Ingrandimento X 10000.
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Effetti della diossina sulla funzione secretoria in isole di Langerhans

Le isole di Langerhans isolate da noi utilizzate offrono la possibilita di ottenere in parallelo,
oltre alle analisi molecolari, anche una valutazione funzionale, mediante il dosaggio
dell’insulina secreta dalle cellule B nel mezzo di incubazione in seguito a stimolazione con
glucosio. Per valutare se la diossina sia in grado di indurre alterazioni funzionali delle cellule
B, abbiamo misurato la loro secrezione di insulina stimolata dal glucosio dopo che esse erano
state esposte a tre diverse concentrazioni di TCDD (1, 6 e 12 nM) che, in base ai risultati
illustrati in Figura 2, non risultano citotossiche a breve termine.

| risultati mostrati in Fig. 7A innanzitutto confermano la sensibilita delle cellule B delle isole
isolate al glucosio. Infatti, nelle isole di controllo, quando si passa da una concentrazione di
glucosio 2,8 mM ad una di 16,7 mM, si ha un aumento del rilascio di insulina di 3 volte.
L’esposizione per 1 h delle isole alle tre diverse dosi di diossina non influenza il rilascio
dell’ormone in condizioni basali, ma determina una netta diminuzione del rilascio di insulina
stimolato da glucosio 16,7 mM, che risulta significativamente piu basso rispetto a quello dei
controlli. Infatti, se calcoliamo 1’incremento del rilascio di ormone quando si passa da
concentrazioni di glucosio basali (2,8 mM) a quelle stimolanti (16,7 mM), troviamo valori
significativamente piu bassi che nei controlli (2, 1,4 e 1,5 volte per TCDD 1, 6 e 12 nM
rispettivamente). La Fig. 7B mostra che il contenuto di insulina delle isole isolate di ratto
non varia in seguito all’esposizione per 1 h alle tre diverse dosi di diossina.

Abbiamo quindi voluto indagare che cosa accadeva quando 1’esposizione alla diossina
veniva protratta per 6 h prima della stimolazione con glucosio. L’incubazione con TCDD per
6 h, che non causa effetti citotossici alle dosi utilizzate, come stabilito in precedenza, non
influenza la secrezione basale di insulina, ma determina una secrezione di ormone
significativamente ridotta in presenza di concentrazioni stimolanti di glucosio (Fig. 8A). Tale
riduzione della secrezione € simile per le tre dosi di TCDD utilizzate e meno rilevante

rispetto a quella trovata dopo un’esposizione di 1 h a diossina. Anche 1’esposizione alla
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diossina per 6 h non provoca variazioni significative nel contenuto di ormone delle isole

isolate (Fig. 8B).
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FI1G.7 Effetto dell’esposizione per 1 h a diossina sulla secrezione di insulina stimolata
da glucosio in isole di Langherans isolate. Le isole sono state incubate per 1 h in mezzo
RPMI contenente varie dosi di TCDD (1, 6 o0 12 nM). Poi, dopo la rimozione del mezzo, le
isole sono state lavate e incubate per 1 h in tampone KRB/Hepes con glucosio 2,8 o 16,7
mM e la secrezione di insulina & misurata ed espressa come percentuale del contenuto di
insulina delle isole. | dati sono riportati come media £ ESM di 4-5 osservazioni provenienti

da 2 esperimenti separati. * p < 0,05 almeno rispetto alle isole del rispettivo trattamento a
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glucosio 2,8 mM; § p < 0,05 almeno rispetto alle isole esposte a glucosio 16,7 mM di

controllo.
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F1G.8 Effetto dell’esposizione per 6 h a diossina sulla secrezione di insulina stimolata
da glucosio in isole di Langherans isolate. Le isole sono state incubate per 6 h in mezzo
RPMI contenente varie dosi di TCDD ( 1, 6 0 12 nM). Poi, dopo la rimozione del mezzo, le
isole sono state lavate e incubate per 1 h in tampone KRB/Hepes con glucosio 2,8 0 16,7
mM e la secrezione di insulina & misurata ed espressa come percentuale del contenuto di
insulina delle isole. | dati sono riportati come media + ESM di 4-5 osservazioni provenienti
da 2 esperimenti separati. * p < 0,05 almeno rispetto alle isole del rispettivo trattamento a 2,8

mM; § p < 0,05 almeno rispetto alle isole esposte a glucosio 16,7 mM di controllo.
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Effetti della diossina sull’espressione genica in isole isolate

Abbiamo quindi voluto valutare quali fossero gli effetti della diossina sull'espressione di
alcuni geni funzionali, nonché di una serie di geni coinvolti nella regolazione dell'apoptosi,
in isole pancreatiche isolate.

In primo luogo abbiamo studiato I'espressione genica di due importanti geni funzionali:
I'insulina e il trasportatore di glucosio maggiormente presente sulla membrana plasmatica
delle cellule B, il GLUT-2. La Fig. 9 mostra come I'esposizione per 6 h alle 3 diverse dosi di
TCDD (6, 12 e 25 nM) non determina variazioni nell'espressione del gene funzionale INS-1,
mentre riduce I'espressione di GLUT-2 in maniera dose-dipendente, fino al raggiungimento

della significativita per la dose di TCDD piu alta utilizzata.
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FIG.9 Effetti della diossina sull’espressione di geni funzionali in isole di Langherans
isolate. Le isole sono state incubate per 24 h dopo I’isolamento in RPMI. Dopo gruppi di
300 isole sono stati trasferiti in piastre da 24 pozzetti ed incubati per 6 h in presenza di varie
dosi di TCDD (6, 12 e 25 nM). L’RNA totale delle cellule ¢ stato estratto, analizzato
mediante Real Time-PCR (RT-qPCR) e normalizzato per il gene housekeeping HPRT. | dati

sono riportati come media £ ESM di 3-4 osservazioni. * p < 0,05 almeno rispetto al controllo.
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In secondo luogo abbiamo studiato I'espressione genica di proteine anti-apoptotiche: la Fig.
10 mostra che Bcl-XL e Bcl-2 non modificano significativamente la loro espressione per

effetto di varie dosi di diossina.
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FIG.10 Effetti della diossina sull’espressione di geni anti-apoptotici in isole di
Langherans isolate. Le isole sono state incubate per 24 h dopo I’isolamento in RPMI. Dopo
gruppi di 300 isole sono stati trasferiti in piastre da 24 pozzetti ed incubati per 6 h in
presenza di varie dosi di TCDD (6, 12 e 25 nM). L’RNA totale delle cellule ¢ stato estratto,
analizzato mediante Real Time-PCR (RT-qPCR) e normalizzato per il gene housekeeping

HPRT. | dati sono riportati come media + ESM di 3-4 osservazioni.

Infine, abbiamo preso in esame le proteine pro-apoptotiche, ed abbiamo studiato proteine che
intervengono nelle fasi precoci del processo (PUMA, DP5, BIM) ed altre che intervengono
nelle fasi tardive (BAX e BAK). | geni PUMA, DP5 e BIM mostrano un andamento simile,
la loro espressione aumenta all'aumentare della dose di TCDD e I’incremento raggiunge la
significativita statistica per la dose piu alta. L'espressione di BAX e BAK, invece, non viene

influenzata significativamente dal trattamento con le varie dosi di diossina.
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FIG.11 Effetti della diossina sull’espressione di geni pro-apoptotici in isole di
Langherans isolate. Le isole sono state incubate per 24 h dopo I’isolamento in RPMI. Dopo
gruppi di 300 isole sono stati trasferiti in piastre da 24 pozzetti ed incubati per 6 h in
presenza di varie dosi di TCDD (6, 12 e 25 nM). L’RNA totale delle cellule ¢ stato estratto,
analizzato mediante Real Time-PCR (RT-qPCR) e normalizzato per il gene housekeeping
HPRT. | dati sono riportati come media + ESM di 3-4 osservazioni. * p < 0,05 almeno

rispetto al controllo (C).
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Effetti della diossina sulla produzione di nitriti in isole isolate

Il monossido d’azoto prodotto durante la reazione catalizzata dalla NO sintetasi inducibile
(INOS) é estremamente reattivo e tende a formare immediatamente nitriti, il cui dosaggio
viene pertanto utilizzato come misura indiretta della produzione di NO. Cosi abbiamo
determinato i livelli di nitriti presenti nel mezzo d’incubazione dopo 6 h di esposizione di
isole isolate a varie dosi di TCDD, constatando che la loro concentrazione non si modifica

rispetto a quella delle isole di controllo.
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FIG.12 Effetto dell’esposizione per 6 h a diossina sulla produzione di nitriti in isole di
Langherans isolate. Le isole sono state incubate per 6 h in mezzo RPMI contenente varie
dosi di TCDD (6, 12, 25 e 50 nM). Al termine il mezzo é stato rimosso ed utilizzato per il

dosaggio dei nitriti. | dati sono espressi come media £ ESM di 4-5 esperimenti separati.
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Effetto protettivo dell’epigallocatechina-3-gallato sulla mortalita

indotta da diossina

Abbiamo quindi voluto studiare se I'epigallocatechina-3-gallato fosse in grado di influenzare
la morte cellulare indotta dal trattamento con diossina. La Fig. 13A mostra che quando
EGCG é presente nel mezzo di coltura durante le 24 h di incubazione, previene
significativamente l'incremento dell'apoptosi che si verifica all'aumentare della dose di
diossina utilizzata ed i valori si riportano ai livelli delle isole di controllo. LEGCG da sola
non modifica lI'apoptosi rispetto ai controlli. In Fig. 13B, in cui sono riportati i risultati
relativi alla necrosi, si pud constatare che quando EGCG ¢ presente nel mezzo di coltura, i
livelli di necrosi rimangono sempre molto bassi, inferiori a quelli del controllo, per tutte le
dosi di TCDD utilizzate. Anche quando le isole sono incubate in presenza di EGCG da sola,
senza diossina, la necrosi € inferiore a quella dei controlli.

L'EGCG si mostra anche in grado di prevenire l'incremento significativo dei livelli di
apoptosi che si evidenzia al termine di un'incubazione per 6 h con la dose piu alta di diossina

(Fig. 14A).
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F1G.13 Effetto protettivo di EGCG sull’apoptosi (pannello A) e sulla necrosi (pannello
B) indotte da un‘incubazione di 24h con diossina in isole isolate di ratto. Le isole isolate
di ratto sono state tenute in coltura per 24 h dopo I’isolamento. Dopo gruppi di 10 isole sono
stati trasferiti in piastre da 24 pozzetti ed incubati per 24 h con di varie dosi di TCDD (1, 5,
10, 25 ¢ 50 nM) in presenza o meno di EGCG 200 uM. Al termine dell’incubazione, la
necrosi € stata determinata nel mezzo di coltura e I'apoptosi nel lisato delle isole raccolte
utilizzando il kit Cell death detection ELISA-Plus. | dati sono espressi come incremento

rispetto al controllo posto uguale a 1.8 p < 0,05 rispetto alle isole di controllo (C). * p < 0,05

almeno rispetto al trattamento corrispondente con TCDD.
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Fig.14 Effetto protettivo di EGCG sull’apoptosi (pannello A) e sulla necrosi (pannello
B) indotte da un'incubazione di 6h con diossina in isole isolate di ratto. Le isole isolate
di ratto sono state tenute in coltura per 24 h dopo 1’isolamento. Dopo gruppi di 10 isole sono
stati trasferiti in piastre da 24 pozzetti ed incubati per 6 h con varie dosi di TCDD (1, 5, 10,
25 e 50 nM) in presenza o meno di EGCG 200 pM. Al termine dell’incubazione, la necrosi ¢
stata determinata nel mezzo di coltura e I'apoptosi nel lisato delle isole raccolte utilizzando il
kit Cell death detection ELISA-Plus. | dati sono espressi come incremento rispetto al
controllo posto uguale a 1. * p < 0,05 almeno rispetto al trattamento corrispondente con
TCDD.
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DISCUSSIONE

Il diabete, nelle sue diverse forme, colpisce quasi 400 milioni di persone nel mondo (pit di 3
milioni in Italia), e la sua incidenza risulta in costante aumento: si prevede, infatti, che entro
il 2035 il numero di malati si accrescera di ulteriori 200 milioni [16]. La malattia € associata
ad elevata morbilita, dovuta soprattutto a complicanze vascolari croniche, che possono
sfociare in insufficienza funzionale di vari organi; cid, a sua volta, contribuisce al
significativo aumento di mortalita che accompagna il diabete (nel 2014 ci sono stati 4,9
milioni di decessi, nel mondo, correlati alla malattia). La spesa sanitaria correlata al diabete
nei paesi occidentali & impressionante, dato che viene stimata aggirarsi intorno al 10% del
totale [16].

La forma di gran lunga piu frequente di diabete, che colpisce circa il 90% degli individui
malati, ¢ il cosiddetto diabete mellito di tipo 2. Secondo un’interpretazione patogenetica del
diabete di tipo 2 ormai classica [8], una condizione prolungata di insulino-resistenza
potrebbe portare ad un esaurimento delle riserve funzionali del pancreas endocrino, che si
manifesterebbe come un’incapacita delle cellule p di mantenere un’elevata capacita
secretoria. Infatti, negli stati di insulino resistenza, le isole pancreatiche rispondono
aumentando la secrezione di insulina per mantenere la normoglicemia, un processo chiamato
compensazione delle cellule B. I meccanismi coinvolti non sono pienamente compresi, ma
sembra da studi su roditori, che siano coinvolte sia I’espansione della massa B cellulare sia
un aumento della funzione delle cellule B (aumenta il metabolismo del glucosio, la sensibilita
alle incretine, I’attivita del sistema nervoso parasimpatico). In letteratura vi ¢ un ampio
dibattito riguardo a quale sia la sorgente delle cellule dell’isola nell’individuo adulto. Tra le
possibilita si includono: la proliferazione delle cellule B esistenti (comprese le cellule in
stretta vicinanza dei dotti) e/o la neogenesi da cellule duttali pancreatiche. Il diabete di tipo 2
insorgerebbe negli individui in cui la compensazione fallisce poiché hanno cellule B “fragili”

invece che “robuste” nelle loro isole pancreatiche. Queste cellule B fragili su base genetica
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avrebbero una ridotta capacita di adattare la loro funzione ad espandere la loro massa di
fronte ad eventi tossici e lesivi, tra cui potrebbero esserci anche gli inquinanti ambientali
[186].

11 progressivo e impressionante aumento dell’incidenza della malattia, unitamente ad alcune
particolarita della sua distribuzione geografica, hanno tuttavia spinto alcuni Autori ad
avanzare l’ipotesi che alcuni fattori ambientali tossici per le cellule , ancora non noti,
potrebbero essere coinvolti nella patogenesi del diabete di tipo 2 [187]. Alla luce di questa
nuova ipotesi, gli studi epidemiologici che hanno dimostrato una correlazione positiva fra
esposizione alla diossina e insorgenza del diabete di tipo 2 [188-190] ci sono sembrati
particolarmente interessanti. A questo proposito & utile ricordare che le caratteristiche
relative all’alta diffusione e all’elevata persistenza della diossina nell’ambiente la fanno
ritenere al momento attuale forse 1’unico contaminante ambientale capace di causare effetti
diffusi sulla popolazione generale [187]. Nonostante [’interesse teorico suscitato dal
possibile rapporto fra esposizione alla diossina e sviluppo di diabete, le informazioni
sperimentali relative alle basi biologiche di tale rapporto sono ancora relativamente scarse
[191].

Nel laboratorio in cui ho svolto il lavoro sperimentale per questa tesi € da diversi anni in
corso una ricerca sugli effetti lesivi della 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-diossina (TCDD) nei
confronti delle cellule B pancreatiche, cha ha confermato che tale composto pud determinare
danni funzionali ¢ morte in linee cellulari stabili derivanti da cellule B (cellule INS-1)
[179,180]. Sulla base di tali risultati, e stato ritenuto essenziale valutare la tossicita della
2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-diossina (TCDD) nei confronti delle cellule B pancreatiche nel
modello sperimentale costituito dalle isole di Langerhans isolate dal pancreas di ratto, ciog in
un sistema piu vicino all’ambito fisiologico. Cio ha costituito I’argomento della mia tesi.
Negli esperimenti oggetto di questa tesi, le isole isolate sono state incubate con
concentrazioni piu elevate di TCDD rispetto a quelle usate in precedenza per le cellule INS-1

(es. 0,05, 0,5 1 nM) [179-180]. Le isole pancreatiche sono infatti costituite da un
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agglomerato di cellule all’interno del quale le sostanze penetrano con maggiore difficolta.
Abbiamo anche utilizzato tempi di incubazione piu lunghi con TCDD, perché ci aspettavamo
che le isole isolate fossero piu resistenti all’effetto della diossina rispetto alla linea cellulare.
I risultati che abbiamo ottenuto mostrano 1’elevata tossicita della TCDD nei confronti delle
cellule B anche quando sono le isole pancreatiche isolate ad essere esposte al composto
clorurato. Infatti, dopo 24 ore di incubazione delle isole in presenza di diossina, si ha un
aumento della morte cellulare non solo per apoptosi, ma anche per necrosi. La tecnica
ELISA che abbiamo utilizzato non ci consente di valutare la mortalita di uno specifico tipo
cellulare tra quelli principalmente presenti (B, a, 5), ma possiamo considerare che i valori di
apoptosi e necrosi che misuriamo sono in massima parte riferibili all’effetto della diossina
sulle cellule B, non solo perché queste sono molto piu numerose rispetto alle altre, ma anche
perché sono molto pit sensibili ad insulti quali le citochine e anche la diossina, come risulta
dalle nostre osservazioni al microscopio elettronico. Infatti, I’elevata tossicita della TCDD
per le cellule B ¢ confermata dalle osservazioni ultrastrutturali che dimostrano la presenza di
diffuse alterazioni della loro morfologia nelle isole pancreatiche trattate. Le nostre
osservazioni sembrerebbero indicare che la morte delle cellule p causata dalla TCDD ha solo
in parte le caratteristiche morfologiche tipiche dell’apoptosi, poiché svariate cellule
presentano invece segni di necrosi. Le osservazioni ultrastrutturali evidenziano un altro
aspetto interessante costituito dal precoce e diffuso coinvolgimento dei mitocondri nel danno
cellulare indotto dalla diossina.

Comunque, nell’ambito della caratterizzazione dell’azione tossica della diossina, tenendo
presenti i presupposti da cui ha preso origine il nostro studio, un risultato particolarmente
interessante ¢ rappresentato dall’alterazione della secrezione di insulina stimolata dal
glucosio che viene indotta dalla esposizione a concentrazioni molto basse e sicuramente
non citotossiche di TCDD (1 nM), ed ¢ gia evidente dopo 1 h di incubazione in presenza di

diossina. La dimostrazione di un danno funzionale delle cellule B pancreatiche in presenza
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di concentrazioni di TCDD compatibili con un’esposizione ambientale non particolarmente
intensa potrebbe rappresentare un elemento importante del legame fra diossina e diabete.
L’alterazione della secrezione di insulina a dosi basse di TCDD e significativa anche per
esposizioni prolungate alla diossina (6 h), pur mostrando un effetto minore. Possiamo
ipotizzare che basse dosi di diossina non inducono danni permanenti e che, dopo lo stress
iniziale, possano essere messi in atto meccanismi di compenso, forse mediante sovra-
espressione di geni funzionali oppure ripristino parziale dell’attivita metabolica.

Le cellule B pancreatiche funzionano essenzialmente come sensori del glucosio in quanto la
loro principale funzione consiste nell’adeguare perfettamente la secrezione di insulina ai
livelli della glicemia. Nell’ambito di questo accoppiamento stimolo-secrezione, i
mitocondri svolgono un ruolo fondamentale [192]. Nel modello ormai generalmente
accettato della secrezione di insulina stimolata dal glucosio, il metabolismo mitocondriale
del piruvato, derivato dal glucosio attraverso la via glicolitica, genera ATP, che promuove
la chiusura dei canali al K* ATP-dipendenti e di conseguenza induce la depolarizzazione
della membrana cellulare. L’ingresso del Ca®* attraverso i canali del Ca®" voltaggio
dipendenti e I’aumento della concentrazione del Ca®* citosolico scatenano 1’esocitosi
dell’insulina [193,194].

Nostri studi precedenti avevano dimostrato che la diossina determina nelle cellule INS-1 un
aumento non fisiologico dei livelli intracellulari di Ca?* probabilmente responsabile degli
effetti tossici a livello mitocondriale. Anche nelle isole pancreatiche i mitocondri appaiono
essere un bersaglio degli effetti tossici della diossina e le alterazioni a livello mitocondriale
potrebbero essere responsabili della ridotta capacita di secernere insulina in risposta a
concentrazioni stimolanti di glucosio. | risultati ottenuti mostrano inoltre che il trattamento
con diossina non determina variazione sia nell’espressione genica di INS-1 che nel contenuto
dell’ormone nelle isole di Langerhans, mentre determina una ridotta espressione del gene che

codifica per il trasportatore del glucosio GLUT-2.
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Nelle isole pancreatiche esposte per 6 h a varie dosi di TCDD abbiamo valutato anche
I’espressione dei tre maggiori fattori (BH3-only) pro-apoptotici (PUMA, DP5 e BIM), che &
noto essere regolati a livello trascrizionale [195-196], di proteine pro-apoptotiche multi-
dominio quali Bak e Bax cosi come di membri della famiglia Bcl-2 anti-apoptotici quali Bcl-
2 e Bcl-XL, probabilmente modulati da modificazioni post-trascrizionali [197]. L apoptosi
puo essere indotta attraverso due meccanismi principali: il pathway estrinseco, caratterizzato
dall’attivazione di recettori di morte e caspasi; il pathway intrinseco, in cui i mitocondri
giocano un ruolo chiave di controllo [196]. Diversi stimoli pro-apoptotici, incluso un severo
stress del reticolo endoplasmatico (ER), convergono nell’attivazione delle proteine della
famiglia Bcl-2 (BH3-only) pro-apoptotiche (tra cui DP5, Bax, Bak, Bim, PUMA) [197]. |
membri di questa sottofamiglia di Bcl-2 interagiscono con le proteine anti-apoptotiche Bcl-2
(tra cui Bcl-2, Bcl-XL, Mcl-1) attraverso il dominio BH3 [197]. Se [I’equilibrio e
I’interazione tra i componenti della grande famiglia Bcl-2 favoriscono la decisione della
morte cellulare, le proteine multicanale pro-apoptotiche Bax e Bak vengono attivate e vanno
a formare pori nella membrana mitocondriale, determinando il rilascio di ulteriori proteine
pro-apoptotiche come il citocromo ¢ e SMAC/DIABLO [197].

Nelle cellule B, a differenza di altri tipi cellulari, l'attivazione di NF-kB ha un’azione
prevalentemente pro-apoptotica, inducendo stress del reticolo endoplasmatico ed il sistema
di risposta a proteine mal ripiegate (UPR) probabilmente attraverso l'attivazione di iNOS
nelle cellule [198]. 1l meccanismo attraverso il quale il ER contribuisce alla morte delle 8
cellule non ¢ ancora completamente chiaro, ma, probabilmente, 1’induzione delle proteine
pro-apoptotiche C/EBP proteina omologa (CHOP), della proteina di morte 5 (DP5) e la
ridotta espressione della proteina anti-apoptotica mieloide (Mcl-1) giocano un ruolo chiave
in questo processo. La proteina DP5, che € sovra-espressa soprattutto a seguito
dell’attivazione di STAT-1, favorisce la degradazione e la repressione delle molecole anti-
apoptotiche quali Mcl-1 e Bcl-XL favorendo la via apoptotica attraverso PUMA, i cui livelli

di espressione vengono ulteriormente incrementati da NF-kB [197].
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I nostri risultati mostrano che il trattamento con TCDD a varie dosi per 6 h determina nelle
isole pancreatiche isolate un incremento dell’espressione genica delle proteine pro-
apoptotiche PUMA, DP5 e BIM all’aumentare della dose di diossina. Invece, le proteine pro-
apoptotiche multi-dominio Bax e Bak, cosi come le proteine anti-apoptotiche studiate non
mostrano variazioni nella loro espressione genica quando esposte a diossina. Dal momento
che le osservazioni al microscopio elettronico e risultati ottenuti con il dosaggio ELISA
dimostrano che le isole pancreatiche esposte a TCDD ad alte dosi subiscono 1’apoptosi,
dovremo valutare la concentrazione delle proteine pro e anti apoptotiche che vengono
regolate a livello post-trascrizionale.

Vari studi dimostrano che la TCDD pud indurre la formazione di specie reattive
dell’ossigeno (ROS) [199] e pud anche scatenare la produzione di altre molecole bioattive
quali il ossido di azoto (NO) [200-201]. L’NO gioca ruoli vitali in vari processi fisiologici e
patologici in molti organi. La sua produzione nei tessuti ¢ catalizzata dall’enzima NO
sintetasi (NOS), di cui esistono tre differenti isoforme [202-203]. La NO sintetasi presente
nell’endotelio dei vasi sanguigni (eNOS) e nei neuroni cerebrali (nNOS) sono
costitutivamente attive e Ca?*/calmodulina dipendenti. La terza isoforma & la NO sintetasi
inducibile (iNOS), Ca?* /calmodulina indipendente, normalmente assente nelle cellule a
riposo [203]. Nelle isole pancreatiche sono presenti le tre isoforme di NOS. Molti
meccanismi sono stati proposti per spiegare apoptosi mediata da NO nelle cellule . NO
potrebbe formare agenti pro-ossidanti che danneggerebbero il DNA con conseguente
attivazione di p53 ed espressione di proteine pro-apoptotiche quali BAX, NOXA, PUMA. In
alternativa, 1’ossido di azoto potrebbe agire determinando stress del reticolo [204-205]
oppure attivando la via mitocondriale dell’apoptosi [206-207].

Abbiamo quindi voluto valutare se I’apoptosi evidenziata nelle isole pancreatiche isolate
esposte a diossina fosse determinata da un aumento della produzione di NO. A tal fine
abbiamo determinato i livelli di nitriti nel mezzo di incubazione delle isole esposte a varie

concentrazioni, ma non abbiamo trovato alcun aumento, cosa che ci fa concludere che la
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produzione di NO non gioca un ruolo importante nel determinismo del danno cellulare da
diossina.

Nell’introduzione abbiamo ampiamente ricordato che 1’azione tossica della diossina viene
generalmente considerata dipendente dalla sua interazione con il recettore arilico (AhR) e
conseguente modificazione dell’espressione di geni bersaglio, le cui sequenze regolatrici
contengono elementi XRE [208]. Di conseguenza, la trasformazione di AhR é ritenuta la
prima tappa del meccanismo implicato nella tossicita della diossina. La soppressione di tale
trasformazione potrebbe proteggere dalla tossicita mostrata da questo contaminante
ambientale.

Da tempo € noto che molti flavonoidi sono ligandi naturali del recettore arilico [209-211].
Tuttavia, le attivita biologiche evocate dal legame con AhR sono concentrazione-dipendenti.
Al limite inferiore del range di concentrazioni alle quali i flavonoidi legano AhR, molti
agiscono come antagonisti [197-199]. In tale ruolo, legano il recettore e possono competere
con TCDD per il legame, ma non trasformano AhR in un fattore di trascrizione attivo. Ad
alte concentrazioni, gli stessi flavonoidi funzionano come AhR-agonisti e riproducono molte
delle azioni negative di TCDD [210-212].

Nei nostri esperimenti abbiamo valutato il potenziale effetto protettivo del flavonoide
epigallocatechina 3-gallato (EGCG) nei confronti della tossicita della diossina, in quanto é
stato dimostrato che questa sostanza é in grado di agire come inibitore di AhR legandosi alla
Heat Shock Protein 90 (Hsp90), una delle sue proteine [174,175]. La forma non attiva del
recettore arilico € presente nel compartimento citoplasmatico legata a proteine accessorie, in
particolare molecole dello chaperone molecolare Hsp90 [52,213,214], la proteina
immunofilina-simile XAP2 [52;54,55] e la proteina p23 [214]. La proteina Hsp90 si €
dimostrata un componente essenziale della via di segnalazione di AhR. E’ stato dimostrato
che la sua presenza & necessaria per il corretto folding e per il mantenimento della stabilita
del complesso del recettore arilico [215,216]. Due degli antagonisti del recettore arilico piu

potenti e meglio caratterizzati, il flavonoide sintetico 3 -metossi-4 -nitroflavone (3M4NF) e
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il derivato indolico 3,3 -diindolilmetano (DIM), agiscono mediante una diretta competizione
nel sito di legame con il ligando di AhR. E stato dimostrato che EGCG agisce come un
inibitore della Hsp90, legandosi all’interno o in prossimita del sito di legame dell’ATP del
dominio C-terminale della proteina, perturbando il legame dell’ATP, inducendo un
inappropriato cambiamento conformazionale, impedendo la dimerizzazione e inibendo la
funzione di chaperone molecolare [217].

Il legame di EGCG alla Hsp90 stabilizza un complesso AhR che include Hsp90 e XAP2, ed
eventualmente p23, bloccando la dissociazione delle proteine accessorie dal recettore indotta
da TCDD. L’ EGCG inoltre non inibisce la localizzazione nucleare di AhR determinata da
TCDD, ma impedisce 1’associazione AhR-Arnt e il riconoscimento degli elementi di risposta
alla diossina (DRE) e blocca quindi I’attivita trascrizionale AhR-mediata da TCDD.

Quindi ’EGCG agisce in modo singolare, totalmente diverso rispetto agli altri inibitori della
Hsp90 e ci ¢ sembrato interessante studiare 1’eventuale effetto protettivo del’EGCG nei
confronti della tossicita da diossina nelle isole isolate. A tal fine abbiamo utilizzato EGCG
alla dose di 200 UM che corrisponde alla dose che si é rivelata capace di indurre la massima
inibizione dell’azione del recettore arilico [174].1 nostri risultati dimostrano che I’ EGCG ¢
in grado di proteggere in maniera altamente significativa le cellule delle isole pancreatiche
isolate dalla morte indotta dalla diossina. L’EGCG mostra infatti un effetto inibitorio nei
confronti dell’apoptosi indotta dalla TCDD dopo un’esposizione di 24 h alla dose di 5, 10,
25 e 50 nM, oppure dopo un’esposizione di 6 h alla dose piu elevata di 50 nM.

L’EGCG protegge le cellule pancreatiche anche dalla necrosi determinata da TCDD dopo 24
h di esposizione e inoltre, abbastanza sorprendentemente, previene anche i bassi livelli di
necrosi che si verificano nelle cellule pancreatiche di controllo, probabilmente dovuti alla
distruzione delle normali relazioni tra cellule e matrice durante 1’isolamento delle isole [178].
Concludendo, i risultati ottenuti mostrano che la diossina altera sia la funzione che la
sopravvivenza delle isole di Langerhans isolate, fornendo un sostegno decisivo all'ipotesi,

finora fondata solo su dati epidemiologici, che I'esposizione a contaminanti ambientali di
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tipo diossinico, anche a dosi molto basse, possa costituire un rilevante fattore di rischio

nell'insorgenza del diabete di tipo 2.
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