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Abstract

In the last decade analog drugs of incretin hormones receptors are in-
creasingly used in the clinical management of individuals affected by
metabolic disorders, as diabetes mellitus and obesity. In fact since the
Leader study (the first randomized clinical trial demonstrating the car-
diovasculareffects of liraglutide) was published in New England Journal
of Medicine in 2016, several data are nowadays available on benefits
of single or double incretin analogs. However what is the specific role
of the main incretins (glucagon-like peptide 1 [GLP-1] and glucose-de-
pendentinsulinotropic polypeptide [GIP]) in humans? After disclosing a
brief tale of the of incretins in a previous paper, in this paper we showed
the primary contribution of incretins in healthy subjects and in diabetic
people, reporting the main evidences about the physiologic and patho-
physiologic role of GIP and GLP-1, with a sperimental approach, rapre-
senting the basis for the subsequent development of drugs based on
specific single and double analogs of incretin hormones.

KEY WORDS incretins; glucagon-like peptide 1 [GLP-1]; glucose-de-
pendent insulinotropic polypeptide [GIP]; physiological role; glucose
homeostasis.

Riassunto

Nell'ultima decade abbiamo osservato sempre maggiormente la dif-
fusione e ['utilizzo di farmaci analoghi recettoriali degli ormoni incre-
tinici nella gestione e nel trattamento di soggetti con diabete mellito
tipo 2 ed affetti da obesita. Infatti dalla pubblicazione sul New England
Journal of Medicine dello studio Leader nel 2016, che valutava gli effet-
ti cardiovascolari della liraglutide, numerose ulteriori evidenze hanno
confermato i benefici clinici degli analoghi recettoriali singoli e doppi di
tali ormoni. Ma quale € il ruolo specifico di tali molecole (Glucagon-like
Peptide-1 [GLP-1] e Glucose-dependent insulinotropic peptide [ GIP])
nelluomo? Dopo aver affrontato in un precedente numero di JAMD la
storia della scoperta delle incretine, in questa rassegna descriviamo
quale sia il principale contributo di tali molecole nei soggetti sani ed
il ruolo fisiopatologico nei soggetti affetti da diabete mellito tipo 2, ri-
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portando gli esiti delle ricerche che hanno posto le
basi per il successivo sviluppo degli analoghi singoli
e doppi degli ormoni del sistema incretinico.

PAROLE CHIAVE incretine; glucagon-like peptide 1
[GLP-1]; glucose-dependent insulinotropic polypep-
tide [GIP]; ruolo fisiologico; omeostasi del glucosio.

Introduzione

Linteresse per lo studio e 'approfondimento della
fisiologia e fisiopatologia degli ormoni apparte-
nenti al sistema incretinico si & sviluppato in se-
guito alla diffusione degli analoghi recettoriali di
tali ormoni enterici, che gia dai primi tempi della
exenatide e quindi degli altri analoghi, avevano
mostrato eccezionali capacita di riequilibrio del
compenso glicometabolico®.

Gli ormoni incretinici Glucose-dependent insulino-
tropic polypeptide (GIP) e Glucagon-like Peptide
1 (GLP-1) , entrambi prodotti da cellule intestinali,
presentano caratteristiche condivise ma anche spe-
cifiche differenze, come riassunto nella Tabella 1.

La caratteristica principale che emerge nei soggetti
affetti da diabete mellito tipo 2, € che questi pre-
sentano un ridotto “effetto incretinico” rispetto ai
soggetti normali. Per “effetto incretinico” si intende
la stimolazione insulinica in seguito alla ingestione
orale di glucosio piuttosto che alla somministra-
zione parenterale (mediante infusione e.v. “isogli-
cemica’, cioe a parita di livelli ematici raggiunti) di
glucosio stesso (Figura 1). | primi studi che hanno
mostrato queste differenze sono stati condotti da
Nauck e colleghi e pubblicati nellormai lontano
1986 in un celebre lavoro sperimentale®®®,

Ma quale é il ruolo specifico delle principali moleco-
le incretiniche? In questa revisione abbiamo voluto
riassumere e focalizzare gli studi circa la secrezione
e l'azione insulino-tropica di GIP e di GLP1, indivi-
duandoil loro contributo specifico all’effetto increti-
nico, alla secrezione del glucagone, allo svuotamen-
to gastrico, allimpatto sul profilo lipidico e quindi
all’equilibrio energetico nella popolazione sana e
affetta da diabete mellito tipo 2.

Secrezione degli ormoni incretinici in soggetti
con diabete mellito di tipo 2

Una delle cause riconosciute nell’alterazione dell’o-
meostasi glucidica potrebbe essere il deficit o la
carenza di ormoni incretinici presenti nei soggetti
con diabete mellito di tipo 2 rispetto alla popolazio-
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ne sana. Gli studi che hanno valutato la secrezione
di GIP . (GIP intatto [1-42] e metaboliti della de-
gradazione ottenuta mediante azione della DPP-4
[3-42]) e di GLP __ (somma di GLP-1 [7-36: forma
amidata) e [7-37: forma glycine-extended]) non
hanno mostrato particolari differenze tra soggetti
metabolicamente sani e affetti da diabete®® e non
sono stati riscontrate variazioni evidenti nei vari sot-
togruppi analizzati (grado di alterazione metabolica,
BMI, HbALlc).

Altre precedenti evidenze avevano dimostrato la
presenza di ipersecrezione del GIPY ed iposecrezio-
ne del GLP-1'1 ma questi dati non sono stati con-
fermato dalle successive valutazioni in metanalisi.
Questa diffusa eterogeneita dei risultati puo essere
spiegata da una notevole variabilita inter-individua-

Tabella 1| Caratteristiche, analogie e differenze di GIP e GLP-1:
origine, nutrienti secretagoghi e meccanismo d’azione.

GIP GLP-1
Organo Duodeno Piccolo intes-
Digiuno prossi- | tino distale
male Colon, Retto
Cellula di origine Cellule K Cellule L
Pro-ormone Pro-GIP Pro-glucag-
one
Nutrienti secretagoghi
Carboidrati ++ ++
Glucosio ++ ++
Fruttosio + +
Proteine/Aminoacidi + +
Glutamina n.r. ++
Trigliceridi +Ht +t
Acidi Grassi (FFA) ++ (Saturi) + (short-
chain)
Meccanismo di secrezione
KATP Channels + +
Calcium-sensing receptor + +
Sweet-taste receptor n.r. +
7™M GPC-R + +
Recettori acidi biliari n.r. +
Neurotrasmettitori
Galanina
Endocannabinoidi n.r.
Somatostatina n.r.
Ormoni intestinali n.r. GIP
Stimoli inflammatori LPS,IL1 LPS, IL6

7 TM GPC-R: 7 Trans-membrane G-protein-coupled receptor.
(Modificata e semplicata da: ).
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Figura 1| Effetto incretinico in soggetti metabolicamente sani (colonna a sinistra) ed in soggetti con diabete mellito tipo 2 (colonna
a destra). In seguito ad assunzione di glucosio per via orale (VERDE/BLU) o per via infusione i.v. (GRIGIO/NERO) si osserva il medesimo
incremento glicemico nei soggetti sani (A) e nei soggetti affetti da diabete mellito tipo 2 (D), mentre i livelli di insulina e di C-peptide vari-
ano notevolmente in funzione della via di somministrazione, assumendo comportamenti differenti nei soggetti sani (B-C) e nei soggetti

con diabete mellito tipo 2 (E-F). (Modificata e semplificata da: ®).

le nella capacita secretoria degli ormoni incretinici,
tanto che soggetti con bassi livelli di GIP possono
mostrare anche ridotti livelli di GLP-1 e viceversa*?.
In realta i primi studi condotti da Toft-Nielsen e coll.,
che avevano riportato una riduzione progressiva
dei livelli di GLP-1 in seguito a stimolazione con pa-
sto misto in soggetti con prediabete (IGT) e ancor
maggiormente in soggetti affetti da diabete mellito,
avevano suggerito che la terapia con GLP-1 agoni-
sti recettoriali potesse essere vista come una sorta
di “trattamento sostitutivo”®¥. In seguito, uno studi

di coorte su 1082 soggetti (The ADDITION PRO Stu-
dy), in cui erano rappresentati i differenti gradi di
alterazione metabolica, ha documentato che la ri-
sposta del GLP-1 fosse simile in tutte le categorie di
prediabete (IFG, IGT, IFG+IGT) e diabete e che fosse
influenzato dal sesso (le femmine mostravano una
aumentata risposta, prese nell’insieme, consideran-
do tutte le categorie di alterazione metabolica)®.
Per quanto invece riguarda il GIP non e stata riscon-
trata nessuna differenza di risposta tra soggetti sani
e affetti da diabete mellito, con valori aumentati in
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soggetti con aumentato BMI (=30 kg/mq), ridotta eta
(s60aa), e con compenso glicometabolico piu sca-
dente (HbAlc >53 mmol/mol).

Azione insulinotropica degli ormoni incretinici

La presenza e la distribuzione tissutale e cellulare dei
recettori del GLP-1 e del GIP ¢ alla base del mecca-
nismo d’azione di tali ormoni®™. E evidente che la
distribuzione e pressoché ubiquitaria, con particolare
concentrazione a carico del pancreas endocrino, del
tessuto adiposo sottocutaneo e viscerale, del sistema
nervoso centrale. A tale livello il recettore del GLP-1

Tabella 2 | Presenza e distribuzione dei recettori per GIP e GLP-1.

INCRETINE NELLA POPOLAZIONE SANA E CON DT2 - U. GOGLIA

& principalmente espresso nel nucleus accumbens,
nell'amigdala, nella substantia nigra e nell'ippocam-
po (Tabella 2). Dopo la scoperta del GIP nei primi anni
Settanta, la sua azione insulinotropica era stata stu-
diata su roditori sani e uomo sano®**¥ e |a fonte di
GIP era la mucosa intestinale porcina, pertanto non
ampiamente disponibile. Il primo studio sulla som-
ministrazione e.v. di GIP porcino nelluomo & del 1985
e documentava il comportamento di Insulina, C-Pep-
tide e poliptide pancreatico (PP) in 8 soggetti affetti
da diabete mellito non insulino-dipendente e 6 con-
trolli sani. Durante linfusione di GIP si osservava un

Recettore GIP Recettore GLP-1
Tessuto / Organo Presenza Metodo Presenza Metodo
PANCREAS ENDOCRINO
B cellule -+ IHC (uomo) - IHC (uomo)
acellule ++ IHC (uomo) -/+ IHC (uomo)
S cellule + scRNA-seq -/+ IHC (uomo)
PP cellule (y) + IHC (uomo) - IHC (uomo)
PANCREAS ESOCRINO
Cellule acinari n.r. (+) IHC (uomo)
Cellule duttali n.r. - IHC (uomo)
FEGATO - RT-PCR (ratto) - RNA-seq
MUSCOLO SCHELETRICO - g-PCR (uomo) - RP (topo)
CUORE + g-PCR (uomo) + g-PCR / IHC (uomo)
TESSUTO ADIPOSO
Sottocutaneo e viscerale ++ g-PCR/WB + g-PCR /HC (uomo)
Tessuto adiposo Bruno + RP (uomo) + RP
CERVELLO
Nucleus accumbens ~ ++ ISLB
Ippocampo + RT-PCR (ratto) + Ibridizzazione in situ
Amigdala RT-PCR (ratto) ++ ISLB
Substantia Nigra + RT-PCR (ratto) ++ ISLB
Cervelletto + RT-PCR (ratto) + ISLB
Neocortex RT-PCR (ratto) - ISLB
POLMONE + g-PCR (uomo) + IHC
RENE - RT-PCR (ratto) + IHC
VASI SANGUIGNI + WB + RP
0SSO ++ IHC (uomo) -/+ IHC
TRATTO GASTROENTERICO + g-PCR (uomo) + IHC
GHIANDOLA SURRENALICA + RT-PCR (ratto) + RP
MILZA - RT-PCR (ratto) + RP
RETINA + RT-PCR (ratto) + IHC

+++,+++ presente (segnale debole, intermedio, forte); - non presente; ~ non riportato ; IHC =immunoistochimica; scRNA-seq = single-cell RNA

sequencing; WB = Western Blot ( da estratti proteici); ISLB = in situ ligand binding; RP = reporter protein (Modificata e semplificata da: ).
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Figura 2 | Secrezione di GLP-1 e di GIP in soggetti sani e con diabete mellito tipo 2. Non si osservano differenze di secrezione di
GLP-1 totale in seguito ad assunzione di nutrienti (glucosio orale, pasti solidi o liquidi) tra soggetti metabolicamente sani ed affetti da
diabete mellito di tipo 2 (a), né differenze significative in gruppi di soggetti con NGT (normal Glucose Tolerance), pre-diabete (IFG, IGT,
IFG +1GT), e diabete mellito (T2DM), mentre si osserva una aumentata risposta in tutte le categorie nei soggetti di sesso femminile (b-c).
Assenza di differenze significative di secrezione di GIP totale in seguito ad assunzione di nutrienti (glucosio orale, pasti solidi o liquidi)
tra soggetti metabolicamente sani ed affetti da diabete mellito di tipo 2 (d). L'analisi dei sottogruppi ha mostrato un’aumentata risposta
di GIP non statisticamente significativa in soggetti con BMI = 30 kg/mq, di eta <60 e con glicata > 53 mmol/mol. *** p<0.001 (Modificata

e semplificata da: ).

aumento del PP in entrambi i gruppi, mentre i livelli
di insulina aumentavano solo nel gruppo di soggetti
affetti da diabete mellito tipo 2 (senza tuttavia modi-
fiche significative dei livelli glicemici), suggerendo un
ruolo preminente di GIP nei soggetti malati rispetto ai
soggetti sanit®2,

Due anni piu tardi, Krarup e coll. riportarono il con-
fronto degli effetti del GIP in soggetti sani e con diabe-
te mellito tipo 2, valutati mediante “clamp euglicemi-
co iperinsulinemico” ad un livello di glicemia pari a 8
mmol/L (144 mg/dL). Mentre si osservava un certo ef-
fetto insulinotropico nei soggetti sani (con aumento
deltasso diinfusione del glucosio per il mantenimen-
to del livello target di glucosio), una risposta ridotta
era osservata nei soggetti con diabete mellito tipo 2.
In seguito e stato anche dimostrato che nel diabete
mellito di tipo 2 é particolarmente alterata la fase tar-
diva della risposta insulinotropa del GIP®Y,

Uno degli studi piu significativi a riguardo, & quello
riportato da Nauck e coll.,, pubblicato nel 1993 sul
Journal of Clinical Investigation. Gli autori hanno
documentato, per la prima volta, la risposta di insu-

lina, C-peptide, Glucagone, GIP e GLP-1 ad un carico
orale di glucosio, mostrando significative differenze
tra individui sani e diabetici®?. Altri studi hanno di-
mostrato che le risposte secretorie insuliniche du-
rante la somministrazione di GIP sintetico esogeno
erano, nel loro insieme, inferiori nei soggetti con dia-
bete mellito rispetto ai soggetti non diabetici. | primi
studi sugli effetti insulinotropi del GLP-1 prodotto
nelle cellule L intestinali su pancreas di roditori furo-
no pubblicati nel 1987%, Gli effetti del GLP-1 (7-36)
esogeno sui soggetti con diabete furono documen-
tati per la prima volta nel 1993: contrariamente ai
dati provenienti da modelli animali gli effetti del GIP
e GLP-1 esogeni, sia a dosi fisiologiche che farmaco-
logiche, aumentarono la risposta secretoria insulini-
cain soggetti affetti da diabete mellito di tipo 24?9,

Effetti di GIP e GLP-1 sulla secrezione di gluca-
gone in soggetti diabetici

Il GIP stimola la secrezione di glucagone sia in sog-
getti sani che in soggetti con diabete mellito tipo
2, in particolare con valori ridotti di glicemia, men-
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tre 'azione insulinotropa e piu marcata in corso di
iperglicemia®27. Chia e coll hanno documentato
che l'infusione di GIP esogeno incrementa la rispo-
sta glucagonemica in seguito ad un pasto misto in
soggetti con diabete, portando ad un transitorio
peggioramento del compenso glicemico, nonostan-
te vi siano dati di una certa attivita insulinotropica
durante la fase precoce dopo assunzione di un pa-
sto®. |l GLP-1, al contrario, opera una soppressione
della secrezione del glucagone, sia in soggetti sani
che diabetici, soprattutto in presenza di iperglice-
mia®% Tale soppressione contribuisce agli effetti
anti-iperglicemici. E inoltre interessante osservare
che gli effetti glucaglonostatici del GLP-1 vengono
bilanciati dalla concomitante azione del GIP®Y.
Presi nel loro insieme, gli studi dimostrano che le
modifiche dei livelli di glucagone dipendono soprat-
tutto dai livelli di glicemia ed insulinemia. Insomma,
gli effetti gluconostatici del GLP-1 sono pienamente
preservati anche nei soggetti diabetici, ed anche il
GIP gioca un suo specifico ruolo aumentandone i
livellidi glucagone.

Ruolo di GIP e GLP-1 nello svuotamento gastrico

GLP-1rallenta lo svuotamento gastrico sia in sogget-
ti sani che in soggetti con diabete mellito di tipo 2%
e questo effetto contribuisce a ridurre le escursioni
glicemici post-prandiali. Contrariamente al GLP-1,
il GIP non modifica lo svuotamento gastrico in sog-
getti sani o diabetici®¥, pertanto tale effetto & GLP-1
specifico, e risulta anche essere l'effetto che mag-
giormente puo andare incontro al fenomeno della
“tachifilassi”, come documentato da esperimenti su
short- e long-acting GLP-1 agonisti®¥, fenomeno in-
vece non presente per quanto riguarda l'azione gli-
cemia e sul controllo del peso corporeo.

Ruolo di GIP e GLP-1 nel metabolismo lipidico in
soggetti diabetici

Non esistono dati esplicitamente esaustivi sul ruolo
di GIP nel metabolismo lipidico, eccetto che indica-
zioni indirette, come riportato da un lavoro di Sten-
sen e coll, che non osservava modifiche significative
di NEFA (Non-esterificated Fatty Acids), glicerolo,
trigliceridi, HDL-colesterolo, LDL-colesterolo, VLDL
in seguito a sommistrazione di un GIP-receptor an-
tagonist, escludendo pertanto un effetto acuto del
GIP sul profilo lipidico®®.

Per quanto concerne invece il ruolo del GLP-1, dati
sulllazione del GLP-1 Receptor Agonist mostrano
una riduzione dei valori di trigliceridi, colesterolo
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totale e colesterolo LDL, mentre non viene riporta-
ta nessuna variazione significativa per il colestero-
lo HDL®®, Tali effetti sono parzialmente dovuti alla
riduzione di peso indotta dal farmaco, in parte dati
dallaumento dell’insulina indotta dall’azione insu-
linotropa del GLP-1 in condizioni di iperglicemia,
mediante l'inibizione della lipolisi nel tessuto adipo-
so. GLP-1 e altresi coinvolto fisiologicamente nella
formazione e secrezione dei chilomicroni durante il
processo di assorbimento dei trigliceridi nel tratto
intestinale, come dimostrato dall’azione della exen-
dina (9-39), antagonista recettoriale, attraverso 'au-
mento della apolipoproteina B48 (apoB48), e della
exendina-4, agonista, mediante riduzione dei livelli
di apoB48; questo processo determina una sorta di
fisiologico “tono inibitorio” della formazione dei chi-
lomicroni da parte di GLP-1¢7.

GIP e GLP-1: effetti differenti sulla concentra-
zione del glucosio plasmatico e possibili inter-
pretazioni

Uno degli aspetti nevralgici e capire se 'azione in-
sulinotropa di GIP e GLP-1 si traduce in un effetto
significativo sulla variazione di glicemia plasmatica
nei soggetti diabetici. Il GIP presenta una limitata
capacita di stimolazione insulinica durante liper-
glicemia, e quindi di riduzione dei valori glicemici.
Il GLP-1 invece possiede una evidente capacita sia
di stimolazione insulinica che di riduzione dei livelli
glicemici, anche in soggetti con storia di diabete in
fallimento secondario da sulfanilurea. Anche dosi
elevate di GIP non sono in grado di ridurre i valori
glicemici. Solo il GLP-1, da solo o in combinazione
con GIP stimola la secrezione di insulina e riduce
efficacemente liperglicemia in soggetti diabetici,
mentre il GIP non possiede questa stessa capacita.

| meccanismi dell’azione insulinotropica di GIP e
GLP-1 sono molto simili, coinvolgendo la produzio-
ne di cAMP attraverso lattivazione delle G-protein
accoppiate ai recettori di questi ormoni, pertanto
non & semplice da spiegare questa differenza nella
produzione insulinica beta-pancreatica. Alcuni studi
su modelli animali dimostrano che 'espressione del
recettore del GIP nelle cellule pancreatiche e reversi-
bilmente ridotto in condizione diiperglicemia, e che
un pre-trattamento intensivo con insulina porti ad
un netto miglioramento dell’attivita insulinotropa
del GIP stesso®9),

Un’altra possibile spiegazione sulla differente capa-
cita insulinotropa di GIP (piu sfumata) e di GLP-1 e
sulla attivazione di differenti G protein , Gg e Gs da
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parte del GLP-1, mentre esclusivamente di Gs da
parte di GIP. Oduari e coll. hanno infatti documen-
tato che la persistente depolarizzazione delle p-cell-
ule, causando lo switch Gs/Gq della trasduzione del
segnale cellulare possa definire la differente effica-
cia degli ormoniincretinici nell’azione insulinotropa
nei soggetti diabetici“?,

Infine, & possibile affermare che leffetto incretinico
nei soggetti diabetici sia ridotto per 'azione insuli-
notropa bassa o quasi assente del GIP (sia endoge-
no che esogeno) e ridotta del GLP-1.

Persino in soggetti metabolicamente sani, il GLP-1
contribuisce in minima proporzione all’effetto in-
cretinico, come documentato dai lavori di Gasbier e
coll.#42),

Conclusioni

Gli ormoni incretinici (GIP e GLP-1) giocano un ruolo
importante nella fisiopatologia del diabete mellito,
attraverso il ridotto effetto incretinico, e sulla pro-
gressione della malattia, dato dal deterioramento
del controllo glicemico post-prandiale: mentre il
GLP-1 ha mostrato una potenziale azione terapeu-
tica, non é stato documentato per il GIP un’analo-
ga capacita®. Tuttavia lo studio e l'azione di nuove
molecole, come la tirzepatide, che stimolano anche
il recettore per il GIP, mostrando una efficacia d’a-
zione potenziata nel miglioramento del compenso
glicometabolico e nella capacita di riduzione pon-
derale, ha rinnovato l'interesse e lo studio del GIP
stesso sia nel prevenire la deposizione di tessuto
adiposo ectopico, sia nel miglioramento della sen-
sibilita insulinica, sia nella riduzione dell’appetito
e dell’intake calorico. In aggiunta, il doppio e triplo
agonismo dei recettori di GLP-1 e di altri ormoni ga-
stro-entero-pancreatici presenta potenziali effetti si-
nergici ed efficacia ancora superiore, offrendo nuovi
orizzontidi ricerca e quindi di trattamento sul diabe-
te, lobesita e le condizioni associate ai disequilibri
metabolici.
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