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Ricordando Simona

E recentemente venuta a mancare la professoressa Simo-
na Frontoni, lasciando un vuoto incolmabile nella comu-
nita diabetologica italiana.

Non é questo il contesto adatto ad illustrare in modo det-
tagliato il suo curriculum; desidero pero ricordare alcuni
aspetti del suo profilo professionale e personale.

Simona si e spesa senza risparmio per il bene della So-
cieta Italiana di Diabetologia, ricoprendo moltissimi in-
carichi (dal direttivo nazionale ai gruppi di studio), ma
soprattutto ha servito la SID, senza chiedere mai niente
in cambio. E stata una dei pilastri fondanti del processo
di modernizzazione che ha generato il volto attuale della
nostra societa scientifica. Il comitato didattico &, sostan-

zialmente, nato con Lei, ed é stata Lei a dare, per prima,
un enorme impulso alla formazione, comprendendone

i

randosi con grande impegno e dedizione per attrarre fondi pubblici e privati atti a sostenere i programmi didattici che

Iimportanza nella economia di una societa scientifica
moderna, proponendo nuove formule e soluzioni, adope-

aveva ideato e disegnato in modo completamente innovativo.

E stata estremamente attiva anche nell’ambito della sua Regione, il Lazio, contribuendo in modo straordinario alla
crescita e alla capillare diffusione delle conoscenze diabetologiche applicate all’attivita clinica e alla cura dei pazienti,
ed avviando il processo di interazione e collaborazione tra SID e AMD. Per anni ha curato 'organizzazione della Gior-
nata Mondiale del Diabete, e proprio durante la celebrazione di questo importante momento, due anni fa, ha avvertito
i primi segni della sua malattia.

Simona era, innanzitutto, una diabetologa competentissima. Non ha mai smesso di leggere e di studiare, era aggior-
nata, ed era in grado di indicarti l'ultima review su quasi tutti gli argomenti di diabetologia clinica, o di consigliarti
le letture piu appropriate e pilt recenti su molti argomenti di endocrinologia e di medicina interna. Era un medico
molto preparato, che pero non faceva mai pesare queste sue capacita. Era dotata di una sorta di understatement, che
era parte integrante della sua educazione e della sua finezza d’animo.

Simona si e dedicata con grande impegno e serieta anche all’attivita didattica, contribuendo alla formazione culturale
di un enorme numero di studenti in Medicina e di specializzandi in Endocrinologia, che ha seguito in modo attento,
puntuale e altruista.

Dal punto di vista scientifico, Simona ¢ stata una ricercatrice brillante e costantemente produttiva, e una guida co-
stante per i giovani che lavoravano con Lei. Si é impegnata a fondo, e con successo, anche nella Societa Europea per lo
Studio del Diabete, arrivando a ricoprire la prestigiosa carica di coordinatrice del Gruppo di Studio Europeo sulla neu-
ropatia diabetica, uno dei suoi molti interessi di ricerca. Sul piano scientifico, la sua principale cifra come ricercatrice
é stata pero quella della passione, unita al rigore metodologico e ad una non comune onesta intellettuale.



Al di 1a di questi aspetti, squisitamente professionali, mi sia infine consentito un ricordo personale. Ho conosciuto
Simona 34 anni fa, il giorno del suo matrimonio, e da allora c’e sempre stato un filo che ci ha indissolubilmente unite,
e che non si spezzera mai. Simona é una persona che ho sempre molto ammirato, e alla quale ho sempre voluto asso-
migliare, anche se non ci sono riuscita. Ho ammirato la sua compostezza unita ad un grande entusiasmo nel modo
di fare le cose, la sua attitudine diplomatica a costruire e a tessere rapporti utili per il bene di tutti. Ho ammirato, so-
prattutto, la sua grande empatia: era una persona che univa e non divideva mai, e questo & emerso anche dall'enorme
partecipazione e dall'ondata emotiva che ha accompagnato la Sua perdita, che non ha conosciuto confini geografici
nell’ambito della diabetologia nazionale ed internazionale. Simona non era mai divisiva, era accogliente e compren-
siva, era indipendente nei suoi giudizi e nelle sue valutazioni, era equilibrata e non si lasciava mai condizionare da
influenze esterne.

La principale dote alla base del suo modo di essere era pero un’altra: Simona era una donna in grado di coniugare una
grande ironia con una profonda intelligenza. Era ben consapevole della difficolta che quotidianamente si incontrano
nella nostra professione e, in qualche modo, ha sempre portato avanti in maniera non banale quella che potremmo
definire una “empatia di genere”, senza mai pero¢ rimarcare in modo vittimistico le difficolta delle donne, ma impe-
gnandosi in modo paritario.

Simona era una straordinaria professionista, una donna di grande equilibrio, una docente disponibile e attenta ai
bisogni degli studenti, una ricercatrice appassionata e rigorosa. Per me era, soprattutto, '’Amica della vita. So che i
suoi occhi brillanti e il suo incredibile sorriso continueranno a segnare la mia strada e quella dei tanti che, come me,
hanno avuto la fortuna di conoscerla, La hanno apprezzata e Le hanno voluto bene.

Anna Solini
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L'eterogeneita del diabete autoimmune
Heterogeneity of autoimmune diabetes

Ernesto Maddaloni, Raffaella Buzzetti
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ABSTRACT

Autoimmune diabetes is a heterogeneous disease, encompassing
both type 1 diabetes, characterized by fast progression towards an
insulin-dependent state, and latent autoimmune diabetes in adults
(LADA), considered a less severe form of autoimmune diabetes with
a mild metabolic decompensation. An extensive genetic, phenotyp-
ic, and humoral heterogeneity is recognized even within the group of
people with LADA. In this review, we discuss the pathological and
clinical heterogeneity of autoimmune diabetes, highlighting the
current understanding and gaps in knowledge.

KEYWORDS
Heterogeneity, autoimmune diabetes, type 1 diabetes, autoimmune
diabetes, personalized medicine.

INTRODUZIONE

Il diabete autoimmune & una patologia eterogenea carat-
terizzata da una patogenesi poligenica e multifattoriale,
che conduce a diverse manifestazioni cliniche della ma-
lattia. Sebbene l'esordio classico del diabete di tipo 1 sia
caratterizzato da sintomi acuti e da una rapida progres-
sione verso uno stato di insulino-dipendenza, la maggior
parte dei pazienti con diabete autoimmune dell’adulto
presenta un processo autoimmune meno grave ed uno
scompenso metabolico pil lieve alla diagnosi rispetto al
diabete mellito di tipo 1 ad esordio giovanile (1). Tali pa-
zienti sono definiti come affetti da diabete autoimmune
latente dell’adulto (LADA) (2). In accordo con i criteri della
International Immunology Society (3), il LADA é diagno-
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sticato in soggetti di eta superiore a 30 anni che non ne-
cessitano di terapia insulinica per almeno sei mesi dopo
la diagnosi nonostante la positivita per uno o pitt autoan-
ticorpi tipici del diabete autoimmune. Questi criteri dia-
gnostici, ancora ampiamente utilizzati sia in ambito di
ricerca che clinico, risultano pero poco specifici in quan-
to non prendono in considerazione caratteristiche chiave
come titolo auto-anticorpale, caratteristiche dell'insuli-
te autoimmune, o velocita di perdita della riserva fun-
zionale beta-cellulare successivamente ai primi sei mesi
dopo la diagnosi. Questa generica definizione implica,
quindi, che il LADA venga diagnosticato in persone con
caratteristiche genotipiche, fenotipiche ed umorali mol-
to diverse, comprendendo diversi gradi di insulino-resi-
stenza e di autoimmunita (4). Questo puo in parte spie-
gare la diversa collocazione nosologica del LADA da parte
delle societa scientifiche, venendo riconosciuto come una
forma di diabete di tipo 1 dall’American Diabetes Asso-
ciation (5), e come una forma di diabete a se stante dalla
World Health Organization (6).

Oltre all'ampia eterogeneita del LADA, l'ampliamento
delle conoscenze circa 'immunopatologia del diabete di
tipo 1 ha, piu di recente, evidenziato l'esistenza di una
eterogeneita fisiopatologica anche all'interno del diabete
di tipo 1 classico, riconoscendone diversi endotipi con im-
portanti risvolti clinici e di ricerca.

In questa rassegna verra discussa l'eterogeneita del dia-
bete autoimmune, considerando le sue diverse manife-
stazioni in un continuum fisiopatologico, con territori di
confine in termini di patogenesi e di presentazione clini-
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ca non ben definiti e talvolta sovrapposti. Nello specifico
procederemo con una disamina dell’eterogeneita fisiopa-
tologica della malattia, discutendo le evidenze emerse a
tal riguardo da studi condotti sia nei soggetti con diabete
di tipo 1 classico che nei soggetti con LADA, per poi di-
scuterne le implicazioni cliniche, anche evidenziando le
fondamentali differenze tra queste due forme principali
di diabete autoimmune.

ETEROGENEITA FISIOPATOLOGICA DEL DIABETE
AUTOIMMUNE

Leterogeneita del diabete autoimmune deriva da una
complessa e variabile fisiopatologia, caratterizzata da
un’interazione ancora non del tutto definita tra predi-
sposizione genetica e fattori ambientali. E infatti opi-
nione diffusa a livello scientifico internazionale che di-
versi pathway fisiopatologici possono condurre al diabete
autoimmune, traducendosi pero in diverse manifesta-
zioni cliniche di malattia che verosimilmente necessite-
ranno di diversi approcci terapeutici. In quest’ottica, da
alcuni anni viene utilizzato sempre pilt frequentemente
nel diabete autoimmune il termine “endotipo”, volendo
suggerire l'esistenza di pit processi fisiopatologici che
possono concorrere all'insorgenza di una patologia, con
ogni endotipo che necessita di un approccio terapeutico
diverso e che determina diverse implicazioni prognosti-
che (7). Almeno due diversi endotipi di diabete autoim-
mune sono oggi proposti: I'endotipo 1 (T1DE1), caratte-
rizzato da una eta di insorgenza precoce (tipicamente
inferiore ai 7 anni), insulite autoimmune molto aggres-
siva con estesa distruzione delle cellule beta e probabile
difetto nel metabolismo della proinsulina, e l'endotipo
2 (T1DE2), caratterizzato da insorgenza in eta adolescen-
ziale o adulta, da un infiltrato linfocitario delle isole
di Langerhans meno rappresentato, e da un iniziale ri-
sparmio di alcune cellule beta, con successivo declino
della capacita secretoria di insulina a velocita variabile
(8). Alcuni autori propongono l'esistenza di ulteriori en-
dotipi di diabete autoimmune, suggerendo nello speci-
fico come il LADA possa costituire un endotipo a sé di
diabete autoimmune, piuttosto che una forma di T1DE2
a piu lenta progressione (9). A tal proposito, saranno ne-
cessari ulteriori studi meccanicistici ed istologici per
chiarire eventuali differenze nella fisiopatologia tra
TiDE2 e LADA.
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Eterogeneita genetica

Se i principali geni di suscettibilita al diabete di tipo 1
si trovano nella regione HLA (Human Leukocyte Antigen) di
classe Il sul cromosoma 6p2, con la maggiore suscettibili-
ta conferita dagli aplotipi DRB1*03-DQB1%0201 e DRB1*04-
DQB10302, € ben riconosciuto che esiste una eteroge-
neita nella predisposizione genetica tra sottogruppi di
pazienti con diabete autoimmune che differiscono per
eta di insorgenza, per velocita di progressione di malat-
tia, o per etnia.

Ad esempio, lo studio TEDDY ha dimostrato che diversi
aplotipi HLA si associano in maniera diversa sia all’'eta di
insorgenza di malattia, che alla tipologia di primo auto-
anticorpo riscontrabile nel siero dei bambini arruolati:
i bambini portatori di aplotipi DRB1*03-DQB1*0201 erano
pitt grandi alla diagnosi ed erano pill propensi a presen-
tare autoreattivita primaria contro GAD65, mentre quelli
portatori di DRB1*04-DQB1*0302 presentavano una eta di
insorgenza inferiore e mostravano autoreattivita contro
l'insulina come prima risposta anticorpale (10-11). Inol-
tre, nei casi di diabete autoimmune ad insorgenza in eta
adulta, l'ereditabilita della malattia é inferiore, con mi-
nori tassi di concordanza tra gemelli omozigoti, minore
frequenza degli aplotipi HLA ad alto rischio e maggiore
frequenza di quelli protettivi (12-13). Infine, sebbene la
maggior parte degli studi genetici sul diabete autoim-
mune siano stati condotti su individui di etnia caucasi-
ca, studi recenti effettuati in coorti di altre etnie hanno
rivelato che esiste una variabilita tra gruppi etnici nel
rischio genetico conferito dagli alleli HLA (14).
Leterogeneita genetica del diabete autoimmune impatta
significativamente sulla attendibilita e, quindi, sull’ap-
plicabilita, degli score di rischio genetico (genetic risk score,
GRS) per diabete di tipo 1 in diversi contesti. Ad esempio,
1 GRS per diabete di tipo 1 hanno un basso potere preditti-
vo di malattia per il diabete autoimmune ad insorgenza
in eta adulta. Inoltre, devono essere sviluppati e applicati
GRS specifici per le diverse etnie (14).

Anche la suscettibilita genetica al LADA differisce in par-
te da quella al diabete di tipo 1 classico. Sebbene anche la
prima sia legata a molti dei geni associati al diabete di
tipo 1 classico, come HLA, PTPN22, INS o CTLA4 (15-17), il
LADA condivide diverse caratteristiche genetiche con il
diabete di tipo 2. Le varianti del gene TCF7L2 sono state
associate al LADA, soprattutto nei pazienti con un basso
titolo di GADA (18). Anche il gene FTO ¢ stato associato



al LADA, ma in misura minore rispetto a TCF7L2. Que-
ste associazioni suggeriscono che nella popolazione con
LADA si possono ritrovare caratteristiche genetiche pre-
disponenti sia al diabete di tipo 1 che al diabete di tipo 2.

Eterogeneita umorale

La presenza di specifici autoanticorpi sierici diretti con-
tro la GAD65 (GADA), contro la tirosina fosfatasi IA-2 (IA-
2A), contro l'insulina nativa (IAA), o contro il trasporta-
tore dello zinco ZnT8 costituisce il principale marcatore
clinico che consente di porre diagnosi di diabete autoim-
mune (5).

Esiste tuttavia un’eterogeneita in termini di titolo, di nu-
mero e di tipo degli autoanticorpi ritrovabili nel siero dei
pazienticon diabete autoimmune, che i correla con diver-
se caratteristiche cliniche e che, in alcuni casi, potrebbe
anche indicare una diversa fisiopatologia dell'autoimmu-
nita contro le cellule beta. Lo studio NIRAD, finanziato
dalla SID, ha dimostrato una distribuzione bimodale del
titolo dei GADA nei pazienti con LADA, identificando cosi
due sottopopolazioni, “a basso” e “ad alto” titolo GADA,
con differenti caratteristiche cliniche (come discusso
pill avanti in questa rassegna - vedi paragrafo Eterogenei-
ta clinica nei pazienti con LADA) (19). Le differenze tra le due
sottopopolazioni sono state confermate da studi genetici
che hanno riportato una diminuzione delle frequenze dei
genotipi HLA a rischio alto e moderato passando da un ti-
tolo anticorpale alto ad uno basso (19). In maniera simile,
nei pazienti con LADA anche il genotipo PTPN22 si associa
con un alto titolo CADA e, viceversa, l'allele di rischio per
il diabete di tipo 2, TCFyL2, si associa con un basso titolo
GADA. Oltre al titolo anticorpale, anche la positivita a piu
autoanticorpi si associa ad una maggiore intensita della
risposta autoimmune e a diverse caratteristiche cliniche,
che determinano poi anche un diverso rischio di compli-
canze macrovascolari (20-21). Inoltre, I'intensita della ri-
sposta autoimmune e della carenza insulinica sembrano
essere direttamente proporzionali al numero di autoanti-
corpi riscontrabili nel siero dei pazienti; ovvero maggiori
nei pazienti con almeno tre autoanticorpi.

Anche l'epitopo specifico riconosciuto dagli autoanticor-
pi puo variare tra i diversi pazienti, associandosi ancora
una volta a caratteristiche cliniche diverse. Tra i GADA,
quelli diretti contro le regioni centrale e carbossi-ter-
minale della proteina GAD65 sono i piu predittivi della
progressione verso il diabete di tipo 1 clinico (22). Quando
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studiati nei pazienti LADA, i GADA specifici per le regio-
ni centrale e carbossi-terminale, rispetto a quelli diret-
ti contro la regione N-terminale, si riscontrano piu fre-
quentemente in pazienti pill giovani, con GADA ad alto
titolo, con concentrazioni sieriche di C-peptide pit basse,
con aumentato rischio di tiroidite autoimmune, e con
maggiore propensione ad andare incontro a terapia insu-
linica (23). In maniera simile, 'immunoreattivita contro
diversi domini proteici IA2 caratterizzano distinti feno-
tipi di LADA. Gli autoanticorpi diretti contro il costrutto
1A245 760, Che & diverso dal costrutto tradizionalmente
riconosciuto dagli IA-2A riscontrabili nel siero delle per-
sone con diabete di tipo 1 (IA-2Ac(sos-g70)), S1 Iitrovano pilt
frequentemente nelle persone con LADA che risultano
negative per i GADA e che mostrano un fenotipo che as-
somiglia maggiormente al diabete di tipo 2, con maggio-
re BMI e maggiore circonferenza vita, e minori tassi di
progressione verso l'insulino-dipendenza (24-25). Questi
autoanticorpi, descritti anche in soggetti obesi e con nor-
male tolleranza glucidica (26), sono diretti contro un co-
strutto della tirosina fosfatasi IA2 che comprende la por-
zione N-terminale extracellulare, quindi maggiormente
accessibile alle cellule presentantil'antigene rispetto alla
porzione intracellulare. Anche il frammento IA-2¢cq657)
della proteina IA-2 é stato recentemente proposto come
un nuovo epitopo (che tuttavia si sovrappone a I1A-24.
s60)) coinvolto nell'autoimmunita pancreatica nel LADA.
Come per gli autoanticorpi anti IA-244.60), anche quelli
contro I1A-2gcpe.5,7) SONO stati trovati in un sottogruppo di
pazienti con diabete autoimmune ad esordio in eta adul-
ta con un fenotipo simile al diabete di tipo 2.

Queste osservazioni suggeriscono che gli antigeni self
extra-citoplasmatici possano agire come trigger di autoim-
munita in presenza di un basso grado di infiammazione,
accelerando cosi la perdita di cellule beta nei pazienti
obesi predisposti all'autoimmunita, mentre il riconosci-
mento degli antigeni intracellulari sarebbe limitata ai
soggetti con una risposta immunitaria pit intensa. Per-
tanto, lo sviluppo dell’'autoimmunita nei pazienti con
LADA potrebbe insorgere sia come conseguenza delle ri-
sposte infiammatorie croniche associate all'obesita, che
come risultato di un trigger ambientale piu specifico che
puo promuovere l'attivazione di un processo autoimmu-
ne simile a quello che si verifica nel diabete di tipo 1 (4).
Infine, anche l'affinita degli autoanticorpi per i loro ber-
sagli é stata recentemente associata ai diversi fenotipi
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clinici di LADA. A tal proposito, il test di elettro-chemi-
luminescenza (ECL) e in grado di discriminare tra anti-
corpi specifici per il diabete ad alta e a bassa affinita (27).
I pazienti che sono ECL-GADG65, infatti, mostrano un fe-
notipo simile al diabete di tipo 2 ed una perdita di cellule
beta pit lenta, mentre i pazienti ECL-GAD65" mostrano
una piu rapida perdita della funzione delle cellule beta e
richiedono un trattamento con insulina piu precoce (28).
Una piccola percentuale di soggetti, inoltre, risulta ne-
gativa allo screening autoanticorpale, nonostante alcu-
ne evidenze che dimostrano la presenza di una patologia
autoimmune a carico delle cellule beta del pancreas. E
questoil caso del T-LADA, una forma di diabete dell’adul-
to caratterizzato da un piu rapido declino funzionale del-
le cellule beta rispetto al diabete di tipo 2 e dalla presenza
di cellule T circolanti autoreattive nei confronti di auto-
antigeni pancreatici (identificate mediante ELISPOT),
nonostante l'assenza dei noti autoanticorpi marcatori di
diabete autoimmune (29).

Eterogeneita nelle caratteristiche dell’insulite autoim-
mune

Alcuni studi hanno evidenziato come la diversa intensi-
ta del processo infiammatorio a carico delle isole di Lan-
gerhans si correli a differenti manifestazioni cliniche
nei diversi pazienti affetti da diabete autoimmune. In
particolare, é stato evidenziato come l'infiltrato di cel-
lule del sistema immunitario differisca tra persone con
diagnosi di diabete di tipo 1 sulla base dell’eta di insor-
genza (8). Immagini di immunofluorescenza elaborate
su campioni di pancreas ottenuti poco dopo l'esordio di
malattia da pazienti con diabete autoimmune diagnosti-
cato in eta adulta mostrano una evidente conservazione
diunbuon numero di cellule beta, conridotta infiltrazio-
ne linfocitica rispetto al diabete di tipo 1 ad insorgenza
in eta precoce. In questi campioni, la maggior parte dei
linfociti é disposta in periferia, e pochissimi sono mi-
grati verso il nucleo dell’isolotto. Al contrario, immagini
simili ottenute su campioni da pazienti pediatrici poco
dopo l'esordio di diabete di tipo 1 mostrano linfociti che
hanno violato la capsula dell'isolotto e molti disposti in
prossimita delle cellule beta, a costituire un esteso infil-
trato linfocitario, coerentemente con un piu aggressivo
attacco autoimmune. Anche la tipologia di linfociti in-
filtranti differisce in sottogruppi di pazienti con diabete
autoimmune esordito ad eta diverse (8, 30). Nei pazienti
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con esordio prima dei 7 anni l'infiltrato infiammatorio
pancreatico comprende un gran numero sia di cellule T
CD8+ che di cellule B CD20o+ (8, 30). Al contrario, in bam-
bini con esordio dopo i 13 anni il numero assoluto di cel-
lule T CD8+ é tipicamente inferiore e le cellule B CD20+
vengono ritrovate solo raramente (8, 30). Questi modelli
sorprendentemente diversi sono tipici di pazienti che svi-
luppano diabete autoimmune in eta diverse (8).

La presenza di insulite e stata dimostrata anche nei
pazienti affetti da LADA. Uno studio scintigrafico del
pancreas effettuato con IL-2 radiomarcata con %™Tc ha
dimostrato la presenza di cellule mononucleate del san-
gue periferico (PBMC) attivate nel pancreas dei soggetti
LADA, in maniera simile a quanto osservato nei soggetti
con diabete di tipo 1 (31). Tuttavia, un successivo studio
istologico effettuato su campioni di parenchima pancre-
atico ottenuti sia da soggetti con LADA che da soggetti
con diabete di tipo 1 ha messo in luce alcune importanti
differenze tra queste due forme di diabete autoimmune.
Solo nei campioni di parenchima ottenuti dai sogget-
ti con LADA si osservava, infatti, la presenza di zone di
pancreas apparentemente risparmiate dell'infiltrato in-
flammatorio. Inoltre, nelle isole con infiltrato infiam-
matorio delle persone con LADA, rispetto a quelle delle
persone con T1D, si contava un minor numero di cellule
T CD8* rispetto al numero di macrofagi ed una differente
espressione di citochine pro- ed anti-infiammatorie (au-
mentata espressione di IL-10 e diminuita espressione di
TNF-alpha nel LADA rispetto al diabete di tipo 1) (32).

ETEROGENEITA CLINICA DEL DIABETE AUTOIM-
MUNE

Come conseguenza dell’eterogeneita fisiopatologica di-
scussa nei paragrafi precedenti, il diabete autoimmune
si presenta come una patologia clinicamente eterogenea
(Fig. 1). Se il diabete di tipo 1 classico e infatti la forma di
diabete piu frequente in giovane eta ed é caratterizzato
da un esordio acuto, ovvero con scompenso metabolico e
chetosi/chetoacidosi, il diabete autoimmune dell’adulto
comprende un ampio spettro di fenotipi eterogenei. Una
proporzione di pazienti che si attesta su circa 10% (21) pre-
senta infatti un esordio simile al classico diabete di tipo
1 diagnosticato in giovane eta, mentre il rimanente 90%
esordisce con manifestazioni cliniche piu lievi, il LADA
appunto.



Figura1

® Spettro fisiopatologico e clinico del diabete autoimmune

Vol. 35, N. 3, ottobre 2023

,I-"""b-iabete tipo 17

Rischio genetico per T1D

Insulite

Rischio di insulino-dipendenza

Scompenso metabolico alla diagnosi

Funzione B-cellulare ala diagnosi

LADA "

L1

Basso GADA

. _Alto GADA

Insulino-resistenza

BMI

e

Differenze cliniche tra diabete di tipo 1e LADA

Il diabete di tipo 1 si presenta con sintomi e segni lega-
ti all'iperglicemia e alla iperchetonemia, quali poliuria,
polidipsia, perdita di peso, chetoacidosi. Questi sintomi
sono raramente presenti, oppure presenti ma di lieve en-
tita, alla diagnosi di LADA. Il LADA, infatti, € una forma
didiabete autoimmune ad insorgenza tardiva e a piti lenta
progressione verso uno stato di deficit insulinico assoluto
rispetto al diabete di tipo 1 classico. Come conseguenza
del deficit insulinico meno importante rispetto al diabe-
te di tipo 1, i pazienti affetti da LADA non presentano il
corredo sintomatologico tipico dei pazienti con diabete
di tipo 1 classico all’'esordio. Piui spesso, infatti, i pazien-
ti con LADA presentano caratteristiche cliniche simili ai
pazienti con diabete di tipo 2. Cio puo comportare, a volte,
un’erronea classificazione dei casi di LADA, che in Italia
rappresenta circa il 5% dei casi di diabete insorti in eta
adulta. Esistono, tuttavia, alcune caratteristiche clini-
che che si associano pit frequentemente ad una diagnosi
di LADA rispetto al diabete di tipo 2, e che pertanto posso-
no guidare il medico a sospettare questa forma di diabete.
Tra queste: un BMI nel range del normopeso/sovrappeso,
la presenza di altre patologie autoimmuni, la familiarita
per patologie autoimmuni, uno scompenso metabolico
all’esordio mediamente piu rilevante ed un’eta alla dia-
gnosi inferiore a 50 anni. Anche altre caratteristiche, ol-
tre alle differenti modalita di esordio, possono differen-
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ziare il LADA dal diabete di tipo 1 classico. Tra queste: un
BMI pit elevato, presenza di insulino-resistenza, declino
del C-peptide lento nel tempo, aumentato rischio cardio-
vascolare alla diagnosi. Inoltre, piii raramente nel LADA
siosserva una simultanea positivita per pitt di un autoan-
ticorpo diretto contro antigeni beta-cellulari.

Eterogeneita clinica tra i pazienti con LADA

Leterogeneita del LADA deriva dalla sua stessa definizio-
ne, in quanto diagnosticabile in qualsiasi adulto con dia-
bete che non richieda insulina e che sia positivo per qual-
siasi autoanticorpo del diabete, indipendentemente dal
titolo, dal numero o dalla specificita dell’epitopo. Letero-
geneita del LADA si manifesta in diversi fenotipi clinici,
che vanno da quelli caratterizzati da una prevalente resi-
stenza all’azione dell'insulina a quelli con una prevalente
carenza diinsulina. Ognuno di questi fenotipi puo essere
associato a diversi marcatori autoimmuni e metabolici.
Esistono infatti diverse evidenze che dimostrano che il
titolo e il numero di autoanticorpi sono entrambi corre-
lati a diversi fenotipi metabolici e clinici della malattia.
In particolare, come discusso in precedenza, lo studio
NIRAD ha dimostrato la presenza di una distribuzione
bimodale del titolo CADA nella popolazione con LADA.
Rispetto ai pazienti con LADA con basso titolo di auto-
anticorpi e/o con positivita verso un solo autoanticorpo,
quelli con un titolo piu alto e/o con simultanea positivita
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a pit di un autoanticorpo si presentano di solito con peg-
giore scompenso glicemico, un BMI inferiore, piui veloce
progressione verso uno stato di insulino-dipendenza, ed
una prevalenza inferiore della sindrome metabolica, con
migliori livelli di colesterolo HDL e di trigliceridi e mi-
gliori valori di pressione arteriosa (19-21, 33-36). Inoltre,
una maggiore frequenza di altri autoanticorpi organo-
specifici - tra cui gli autoanticorpi anti-perossidasi tiroi-
dea, quelli anti surrene (anti 21-idrossilasi), gli anticorpi
anti transglutaminasi tissutale e anti cellule parietali - &
stato riscontrata in pazienti con LADA che avevano tito-
li CADA elevati rispetto a quelli con titoli bassi, confer-
mando cosi 'aumentata intensita del processo autoim-
mune nel primo gruppo di pazienti (37). Questi risultati
potrebbero avere importanti implicazioni cliniche e sug-
geriscono uno screening regolare per altri autoanticorpi
organo-specifici (indicativi di altre patologie autoimmu-
ni) nei pazienti con LADA, soprattutto in quelli con un
alto titolo dei GADA.

IMPLICAZIONI TERAPEUTICHE DELL'ETEROGENEI-
TA DEL LADA

Lampia eterogeneita del LADA puo avere importanti im-
plicazioni terapeutiche, rendendo difficile determinare
un algoritmo terapeutico a priori, e richiedendo un approc-

cio di medicina personalizzata che tenga conto delle ca-
ratteristiche intrinseche di ciascun paziente (4, 38). Se,
infatti, la terapia insulinica e il trattamento piit ovvio e
sicuramente necessario in tutti i casi di diabete autoim-
mune con importante deficit insulinico (39), la tempistica
corretta per iniziare la terapia insulinica nel LADA puo
variare considerevolmente a seconda del decorso naturale
della malattia, in quanto, come discusso, alcune persone
manterranno un’adeguata funzione delle cellule beta an-
che per decenni, mentre altre manifesteranno una signi-
ficativa carenza di insulina pit precocemente (40). Alcu-
ne caratteristiche cliniche (titolo CGADA, presenza di piu
autoanticorpi pancreatici, eta di esordio e BMI) possono
aiutare a prevedere la progressione verso uno stato di in-
sulino-dipendenza (36). Tuttavia, non ci sono ad oggi dati
da studi randomizzati e controllati con una durata suffi-
ciente del follow-up per trarre conclusioni sul momento
ottimale per iniziare la terapia insulinica. A questo pro-
posito, la concentrazione del C-peptide, che riflette la ca-
pacita endogena di secrezione di insulina, é stata propo-
sta come marcatore clinico utile per decidere se e quando
iniziare 'insulina nelle persone con LADA (41). Secondo
quanto proposto in un recente consensus report internazio-
nale sulla terapia del LADA, sono tre le categorie di con-
centrazione di C-peptide da considerare per indirizzare le
scelte terapeutiche nel LADA (Fig. 2) (40, 42):

Figura2 @ Ruolo del dosaggio del peptide C nell’algoritmo terapeutico semplificato del LADA
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« concentrazioni inferiori a 0.3 nmol/L (<0.9ng/ml) do-
vrebbero raccomandare un regime di terapia insuli-
nicamultiniettiva, come nel diabete di tipo 1 classico;

» concentrazioni tra 0.3 e 0.7 nmol/L ( 20.9 ng/ml-<2.1
ng/ml), considerati come valori nella zona grigia,
dovrebbero indirizzare verso un algoritmo terapeuti-
co modificato rispetto a quello raccomandato per il
diabete di tipo 2, dovendo considerare di iniziare una
terapia insulinica basale + metformina in combi-
nazione con altre terapie con comprovati benefici di
riduzione del rischio di complicanze croniche (come
GLP1-RA o SGLT2i, questi ultimi consigliati solo se
BMI =27 kg/m?), come da raccomandazioni per il dia-
bete di tipo 2, e/o con possibili benefici sul C-peptide
sulla base dei pochi dati presentiin letteratura (come
alcune gliptine (43-45));

- concentrazioni superiori a 0.7 nmol/L (>2.1 ng/ml),
dovrebbero consentire di utilizzare 'algoritmo tera-
peutico consigliato per il diabete di tipo 2 (39), con
l'indicazione pero a valutare periodicamente le con-
centrazioni di C-peptide per monitorare il declino
della funzione beta-cellulare nel tempo e I'eventuale
necessita di cambiare 'approccio terapeutico.

CONCLUSIONI

I numero di persone con diabete autoimmune é in cresci-
ta in tutto il mondo come conseguenza sia dell'incidenza
in costante aumento che della maggiore aspettativa di
vita delle persone affette (46). Questa popolazione in cre-
scita e esposta ad un elevato rischio sia di complicanze
vascolari classiche, sia di nuove complicanze emergen-
ti (47-48), rendendo il diabete autoimmune un fardello
enorme per le persone che convivono con la malattia, i
loro parenti e l'intera societa. Una conoscenza sempre
pit approfondita della malattia, sia in termini fisiopa-
tologici che di manifestazioni cliniche, ¢ quindi neces-
saria al fine di implementare nell'immediato le piu giu-
ste terapie per migliorarne gli outcome a lungo termine,
mantenendo anche viva 'ambizione di sviluppare nuove
strategie terapeutiche in grado di prevenire o curare la
patologia. L'ampia eterogeneita del diabete autoimmu-
ne, maggiormente manifesta e riconosciuta nel diabete
autoimmune dell’adulto, ma, come discusso, presente
anche nella piu classica forma ad insorgenza in eta pe-
diatrica, emerge come uno dei principali ostacoli a questi
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obiettivi. Nonostante gli importanti passi avanti com-
piuti finora nella comprensione della immunopatologia
del diabete autoimmune, sono ancora diversi gli aspetti
da definire circa l'esistenza e I'impatto dell’eterogenei-
ta patogenetica, metabolica e clinica. Dobbiamo quindi
essere consapevoli che il futuro del diabete autoimmune
risiede nel riconoscimento della sua complessita, nell’'ot-
tica di una medicina di precisione che possa modificare il
decorso della malattia.
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ABSTRACT

Type 1 diabetes (TiD) is a globally rising autoimmune condition. Ge-
netics, viral infections, and environmental factors contribute to TiD.
Comprehending these factors, along with the underlying pathophysi-
ological mechanisms, gives rise to the concept of distinct “endotypes”
within the disease, paving the way for enhanced strategies in preven-
tion and early intervention. This review highlights the importance of
understanding these multifaceted characteristics in the context of
TiD, providing a comprehensive analysis of its epidemiology and risk
factors, synthesizing information from relevant literature.

KEYWORDS
Type 1 diabetes, epidemiology, genetic background, environment,
personalized medicine.

INTRODUZIONE

I1 diabete di tipo 1 (DMT1) & una malattia complessa che
continua a sfidare il panorama della sanita pubblica in
tutto il mondo ed ha un impatto significativo sulla vita
di coloro che ne sono colpiti. Precedentemente definito
diabete insulino-dipendente o ad insorgenza giovanile,
il DMT1 e una malattia cronica caratterizzata da una di-
struzione autoimmune delle cellule beta pancreatiche
produttrici di insulina. Si tratta della malattia croni-
ca pitt comune nell'infanzia e sebbene venga general-
mente chiamato anche diabete giovanile, un elevato
numero di pazienti riceve la diagnosi anche dopo i 20
anni di eta (1). Nel DMT1, l'effetto della carenza di insu-
lina gioca un ruolo chiave nel determinare lo squilibrio
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metabolico legato alla malattia. Nelle persone colpite
infatti, la condizione di iperglicemia cronica si associa
frequentemente a complicanze microvascolari e ma-
crovascolari a lungo termine, che causano retinopatia,
neuropatia, nefropatia e sindrome coronarica acuta,
con conseguente aumento di morbilita e mortalita. Una
gestione efficace della malattia é essenziale per la rego-
lazione del glucosio ematico e, riducendone le fluttua-
zioni, prevenire o ritardare queste complicanze a lungo
termine. Nonostante i meccanismi alla base del DMT1
rimangano ancora poco chiari, ¢ ampiamente accettato
che sia i fattori genetici che quelli ambientali svolga-
no un ruolo critico nel suo sviluppo. Come anticipato, il
DMT1 é una condizione che puo portare a gravi compli-
canze a lungo termine e avere significative implicazioni
psicologiche e sulla qualita della vita. Ad oggi, nono-
stante un notevole miglioramento predittivo e terapeu-
tico, rimane purtroppo una patologia per cui non vi é
cura. Le persone colpite necessitano di un trattamento
quotidiano con insulina ed un costante monitoraggio
della glicemia insieme ad attivita fisica regolare e una
dieta sana, al fine di rallentarne le complicanze asso-
ciate.

EPIDEMIOLOGIA DEL DIABETE DI TIPO 1

Fra i Paesiin cui si registra il numero pit alto di decessi
legati al diabete troviamo la Cina con circa 1,4 milioni
di persone ogni anno. Si riscontrano mortalita eleva-
te anche in Stati Uniti (0,7 milioni), India (0,6 milio-



ni), Pakistan (0,4 milioni) e Giappone (0,2 milioni). In
particolare, il Pakistan si distingue come il paese con
la percentuale piu elevata di morti al di sotto dei 60
anni di eta, attribuibili al diabete (35,5% dei casi) (2). Al
contrario, la Russia e la Repubblica Ceca presentano le
percentuali pit basse, con ciascuna di esse che registra
circa I'1% dei decessi totali. In accordo con alcuni auto-
ri, nel 2021 l'aspettativa di vita media per un bambino
di 10 anni con diagnosi di DMT1, variava da una media
di 13 anni nei Paesi a basso reddito a 65 anni nei Paesi
ad alto reddito (3). Sembra inoltre che nei prossimi anni
assisteremo ad un incremento globale delle persone col-
pite da DMT1, con ben il 94% dell’'aumento totale di casi
di diabete che si verifichera nei Paesi a basso e medio
reddito (4). Il DMT1 sta emergendo come una sfida glo-
bale crescente, con variazioni geografiche significative
che richiedono ulteriori ricerche insieme ad una mag-
giore disponibilita di dati. Secondo recenti ricerche,
solamente la meta dei Paesi nel mondo, che rappresen-
tano il 76% della popolazione mondiale, dispone di dati
riguardo I'incidenza di bambini al di sotto dei 15 anni,
mentre soltanto 26 di questi Paesi hanno informazio-
ni sull'incidenza degli adolescenti compresi traiisei
19 anni. In accordo con gli ultimi dati dell’International
Diabetes Federation (IDF), nel mondo vivono piu di 8,75 mi-
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lioni di individui con DMT1 e secondo alcune previsio-
ni questa cifra raggiungera i 17,4 milioni entro il 2040
(3). Lincidenza globale del DMT:1 é stimata in 15 casi
ogni 100.000 persone e la prevalenza é di 5,9 casi ogni
10.000 persone. I dati aggiornati sulla prevalenza del-
la malattia indicano la presenza nel mondo di 651.700
casi di DMT1 1 tra i ragazzi e le ragazze di eta compre-
sa tra o e 14 anni, mentre considerando la fascia di eta
inferiore ai 20 anni questo numero aumenta a 1.211.900
casi. Ogni anno un significativo numero di giovani ri-
ceve la diagnosi di questa malattia, con circa 108.200
nuovi casi registrati tra i bambini e gli adolescenti (o-
14 anni). Ampliando 'analisi per includere anche colo-
ro che hanno meno di 20 anni, il numero delle nuove
diagnosi annualiraggiunge quota 149.500 (4) (Tab. 2). In
un interessante lavoro del 2022, Ward e colleghi, hanno
stimato I'incidenza del DMT1 in bambini e adolescenti
(0-19 anni), utilizzando un modello di proiezione della
malattia che tiene conto del livello di incertezza nei pa-
rametri analizzati dal 1990 al 2050 (5). Gli autori han-
no stimato 355.900 nuovi casi totali di DMT1 a livello
globale nel 2021, con un incremento fino a 476.700 casi
previsti entro il 2050 (Fig. 1). I valori ottenuti in questo
studio, oltre a riflettere una tendenza in aumento delle
diagnosi, mostrano in maniera interessante come siano

Figura1 @ Proiezione dell'incidenza globale del diabete di tipo 1. Mod da (6)
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Gli autori hanno stimato 355.900 nuovi casi totali di diabete di tipo 1 a livello globale nel 2021 tra i bambini e gli

476.700 nel 2050.

In accordo con le stesse proiezioni, si prevede che il numero totale di casi infantili di diabete di tipo 1 aumentera a




RASSEGNA

Figura2 @ Tassistimatidiincidenza totale del DMT1 nell'infanzia e nell’adolescenza (0-14 anni) per paese nel 2021.

Mod da (3)

stati diagnosticati nel 2021 solo il 56% dei casi totali di
DMTH1, il che suggerisce come l'incidenza totale a livello
globale in questa fascia di eta, sia maggiore di quanto
stimato in precedenza nello stesso anno. L'ultimo rap-
porto dell'IDF mostra la distribuzione geografica della
malattia utilizzando i dati provenienti da 215 Paesi divi-
siiny grandiregioni (Fig. 2). Dairisultati si evince come
la regione europea (59 paesi considerati), con 295.000
persone e circa 31.000 nuovi casi all’anno ha il pit alto
numero di bambini e adolescenti affetti da DMT1, se-
guita dalla regione del Sud-Est Asiatico, con 244.500
persone e 25.700 nuove diagnosi (3). Spostandoci dalle
regioni dell’America settentrionale e Caraibi, a quelle
di Medio Oriente e Africa settentrionale, notiamo che
entrambe presentano un numero elevato di casi di DMT1
(192.500 casi), seguite dalla regione del Pacifico occiden-
tale (107.900 casi) e dall’America centrale e meridionale
(121.300 casi). UAfrica registra il minor numero di dia-
gnosi con circa 59.500 casi accertati. Quest’ultima, in
particolare, ha visto un drastico aumento dei giovani
con meno di 20 anni affetti da DMT1 dal 2019 anche se,
come fanno notare gli autori, questa variabilita rispetto
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aireport degli anni precedenti é in parte attribuibile ad
una fluttuazione nella quantita di dati disponibili. Ad-
dentrandoci nel particolare dei singoli Paesi analizzati
dal report, notiamo come !'India ha attualmente il pin
alto numero stimato di casi di DMT1 (229.400) tra i gio-
vani nella fascia di eta o-19 anni, seguita da Stati Uniti
(157.900), Brasile (92.300) e Cina (56.000). In particolare,
I'India ha anche l'incidenza piu alta nella stessa fascia
di eta (0-19 anni) con 24.000 nuovi casi, seguita da Stati
Uniti (18.200), Brasile (8.900) e Algeria (6.500). In rela-
zione alle dimensioni demografiche invece, la Finlan-
dia si attesta prima per tasso di incidenza annuo (0-14
anni), con 52,2 nuovi casi ogni 100.000 persone all’an-
no, seguita dalla Svezia (44,1/100.000/anno) e Kuwait
(41,7/100.000/anno) (Tab. 1). In Italia, come nel resto del
mondo, la stragrande maggioranza dei casi di diabete &
di tipo 2, rappresentando oltre 3,5 milioni di persone (il
5,6% della popolazione residente). Secondo i dati dell’l-
STAT, si stima che nel nostro Paese, il DMT1 costituisca
I'8,5% dei casi totali di diabete, con un totale di circa
300.000 casi registrati ed una prevalenza di circa o,5%.
Negli ultimi anni, l'incidenza del DMT1 in Italia ¢ sta-
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Tabella1 @ Incidenza e prevalenza del diabete di tipo 1 nel mondo
NUMERO DI TASSO DI
NUMERO DI NUOVI
BAMBINI E INCIDENZA PER
TERRITORIO TERRITORIO CASI/ANNO TERRITORIO
POSIZIONE ADOLESCENTI CON 100.000 ABITANTI
O PAESE O PAESE (0-19 ANNI) O PAESE
DMT1(0-19 ANNI) ALLANNO
IN MIGLIAIA
IN MIGLIAIA (0-14 ANNI)
1 India 229.400 India 24.0 Finlandia 52.2
2 Stati Uniti 157.900 Stati Uniti 18.2 Svezia 441
3 Brasile 92.300 Brasile 8.9 Kuwait 4.7
4 Cina 56.000 Algeria 6.5 Qatar 381
Tabella2 ® Numero di bambini e adolescenti con diabete di tipo 1 nel mondo per fasce d’eta
2019 2021
(0-14 ANNI)
Prevalenza (casi esistenti) 600.900 651.700
Incidenza annua (nuovi casi) 98.200 108.300
(0-19 ANNI)
Prevalenza (casi esistenti) 110,100 1.211,900
Incidenza annua (nuovi casi) 128.900 149.500

ta stimata a 9,3 casi ogni 100.000 abitanti all’anno, con
una percentuale piu alta di casi in eta pediatrica che fra
gli adolescenti. Inoltre, se ci si sposta fra le diverse re-
gioni della penisola, una menzione speciale va alla Sar-
degna che con uno dei tassi di incidenza piu alti al mon-
do (45 per 100.000 persone/anno) rappresenta una vera e
propria eccezione (6). Le cause di questa variazione sono
ancora poco chiare, ma sembrano legate alla particolare
distribuzione nella popolazione di alcuni genotipi non-
ché a condizioni ambientali, tra cuil'igiene e le infezio-
ni infantili (7-8).

Tabella3 @ Fattoridirischio del diabete di tipo 1

| FATTORI DI RISCHIO DEL DIABETE DI TIPO 1

Il DMT1 é una malattia multifattoriale, la cui suscetti-
bilita e un argomento complesso che coinvolge una com-
binazione di fattori genetici ed ambientali non ancora
del tutto definiti (Tab. 3). La predisposizione genetica
aumenta il rischio di insorgenza della malattia, unita-
mente ai determinanti ambientali, fra cui le infezioni
viraliele abitudini alimentari (Fig. 3). Comprendere que-
sta complessa interazione ¢ fondamentale per prevenire e
gestire la malattia.

CLASSI DI RISCHIO - POSSIBILI AGENTI

Predisposizione genetica HLA-DR3-DQ2/HLA-DR4-DQ8
Infezioni Rubella, Coxsackie, Enterovirus, COVID-19

Dieta latte artificiale vaccino, glutine, vit. D, omega 3

Microbiota intestinale Firmicutes, Bacteroidetes, allattamento, parto cesareo
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Figura3 @ Determinanti ambientalidel diabete ditipo 1. Mod da Zorena K. et al. Biology 2022
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Le principali infezioni virali che influenzano il rischio di sviluppare il DMT1 sono il virus della rosolia, il virus della parotite, il virus
insieme ad altri fattori ambientali (microbiota intestinale, glutine, inquinamenti,

vitamina

risposta autoimmune contro le cellule beta.

| virus possono causare il DMT1 infettando le cellule beta pancreatiche, causando citotossicita diretta o inducendo una

Dal 2020, cioé dall'inizio della pandemia di COVID-19, sempre pil studi hanno cercato un legame tra il Coronavirus 2 della
| sindrome respiratoria acuta grave (SARS-CoV-2) e lo sviluppo del diabete.

a. Fattori genetici

Le scoperte fatte finora, in particolare grazie a studi di
associazione genomica (GWAS) e metanalisi, hanno mo-
strato piu di 50 loci associati ad una maggiore suscettibi-
lita nei confronti della malattia e molti altri continuano
ad essere identificati (9-10). Fin dalla meta degli anni
Settanta e noto che la predisposizione genetica a svilup-
pare il DMT1 e associata al complesso genico HLA situato
sul cromosoma 6p21, con gli aplotipi HLA-DRB1"03 (DR3) e
HLA-DRB1%04 (DR4) in associazione con DQB1%03:02 (DQ8)
determinano la maggiore suscettibilita nei confronti
della malattia. Analizzando la distribuzione degli aplo-
tipi fra diverse etnie, notiamo che nel go% della popo-
lazione caucasica, il diabete é fortemente associato agli
antigeni DR3 (DRB1 * 03: 01-DQB1 * 02: 01) e DR4 (DRB1
*04: 01-DQB1 * 03: 02) mentre nella maggior parte delle
popolazioni asiatiche, il DMT1 é associato agli aplotipi
DRy (DRB1 * 04: aplotipi 05-DQB1 * 04: 01) e DRg (DRB1 *
09: 01-DQB1 * 03: 03) (11). Al contrario é stato visto come
altre combinazioni alleliche siano in grado di conferire
un certo grado di protezione dall'insorgenza della ma-
lattia. Dal punto di vista clinico, forse la manifestazione
pit estrema del DMT1 si osserva in India e Asia orienta-
le con un alto numero di casi di diabete fulminante, che
spesso si presenta in associazione con HLA-DRB1*04:05-
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DQB1%04:01 in assenza di autoanticorpi e con una in-
fiammazione pancreatica diffusa (12). Ad oggi, il rischio
generale di sviluppare il DMTz al di sotto dei 20 anni é
di circa 1:300 nelle famiglie senza predisposizione gene-
tica. Alcuni studi hanno mostrato che negli Stati Uniti,
ifigli di madri con DMT1 hanno un rischio di sviluppare
anch’essi la malattia di circa 1 su 40, mentre per i figli di
padri con lo stesso tipo di diabete, il rischio e di circa1su
15 nati (13). Questa probabilita aumenta a circa 1'8% fra
fratelli e sorelle. Nonostante cio, secondo alcune fonti,
l'aumento dell'incidenza di DMT1 registrato negli ultimi
decenni in particolare all'interno di popolazioni geneti-
camente stabili, sembra essere una conferma del ruolo
svolto dall'ambiente nell’eziopatogenesi della malattia.
Infatti, in accordo con diversi studi, il numero di casi re-
lativi con una forte componente genetica e notevolmente
diminuita fra i primi del Novecento e gli inizi del XXI se-
colo (14) (Fig. 4).

b. Fattori ambientali

Numerose ricerche hanno evidenziato il collegamento
del DMT1 con alcuni tipi di virus come la Rubella, il vi-
rus Coxsackie B3 e B4, alcuni Enterovirus ed il COVID-19
(15-16). Sembra che questi virus possano determinare
sia un danno da tossicita acuta, con distruzione diffusa
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Figurag @ Lapatogenesieterogenea del diabete ditipo 1. Mod da (15)
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delle cellule beta, che una risposta autoimmune cross-
reattiva diretta verso le cellule beta del pancreas, anche
in seguito ad un’esposizione virale ripetuta. In parti-
colare, un ampio numero di studi ha confermato che il
nuovo virus SARS-CoV-2 puo da una parte influire sullo
sviluppo del DMT1, danneggiando le cellule pancreatiche
(soprattutto nei pazienti con infezioni gravi) e dall’altra
esacerbare la sintomatologia e le complicanze del diabete
(vasculopatia, coagulopatia). Questo virus é in grado di
entrare nei tessuti pancreatici a livello insulare attraver-
so alcuni recettori espressi sulle cellule bersaglio fra cui
la serina proteasi transmembrana 2 (TMPRSS2), 'enzima
di conversione dell’'angiotensina 2 (ACE2) e la dipeptidil
peptidasi-4 (DPP-4) (17). Una volta penetrato, il virus cau-
sa un’'infezione che determina una transdifferenziazio-
ne cellulare che, a sua volta, causa una diminuzione di
espressione dell'insulina, un aumento di glucagone e
produzione di tripsina (18). Queste alterazioni portano in
ultima analisi alla disregolazione del metabolismo glu-
cidico riscontrato nei pazienti con COVID-19. Alcuni au-
tori hanno suggerito che ACE2 svolge anche un ruolo im-
portante aumentando l'infiammazione e danneggiando
indirettamente le cellule del pancreas (19). In condizioni
normali, questo recettore svolge un’azione antinfiam-
matoria scindendo I'angiotensina II nella forma inattiva
con proprieta vasodilatatorie e antifibrotiche. Tuttavia,
nell'infezione da SARS-CoV-2 si verifica una deplezione di
ACE2 e pertanto, i tessuti coinvolti possono avere livelli
significativamente pit bassi di Angiotensina 1-7 (inatti-
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va), con conseguenti effetti deleteri quali inflammazione
e aumento della coagulazione. Inoltre, 'angiotensinaIl &
anche in grado di aumentare l'infiltrazione tissutale di
macrofagi e monociti perpetrando il processo inflamma-
torio.

Oltre al danno diretto e indiretto, diversi studi hanno
preso in considerazione anche la resistenza insulinica
fra i meccanismi coinvolti nell'insorgenza del diabete in
pazienti con il virus.

In uno studio recente in cui é stata € una coorte di pazien-
ti con COVID-19 senza una storia precedente di malattie
metaboliche e con un intervallo di BMI normale, & sta-
to osservato un aumento della resistenza insulinica. In
particolare, il gruppo di ricercatori ha identificato unari-
duzione dell’espressione del fattore di trascrizione REST
(fattore di trascrizione di silenziamento RE1), associata
a cambiamenti nell’espressione genica di fattori cruciali
per il metabolismo del glucosio e dei lipidi, tra cui mie-
loperossidasi, apelina e miostatina. In questi pazienti,
le analisi hanno rivelato un aumento dei livelli di acido
propionico e acido isobutirrico, ossia acidi grassia catena
corta correlati alla resistenza insulinica in modelli ani-
mali (17, 20). Alcuni autori hanno mostrato una possibile
via di segnalazione implicata nella resistenza insulinica
indotta da COVID-19. Classificata come risposta integra-
ta allo stress (ISR), questa via porta all’attivazione di una
famiglia di protein-chinasi fra cuila proteina chinasi di-
pendente da RNA a doppio filamento (PKR) e la chinasi ER
PKR-like (PERK). Nel caso dell'infezione da SARS-CoV-2, i
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Figuras @ Meccanismidiinsorgenza del diabete mellito indotto da COVID-19. Mod da (18)
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frammenti di RNA virale possono causare l'attivazione di
PKR con conseguente insulino-resistenza. E stato infatti
mostrato come queste proteine inducano la fosforilazio-
ne serinica dei substrati del recettore dell'insulina (IRS)
con conseguente downregulation della via di segnalazio-
ne della stessa.

E noto inoltre come in molti pazienti COVID-19 ospeda-
lizzati, la tempesta di citochine (ossia I'aumento dell’e-
spressione di citochine pro-infiammatorie come IL-6 e
TNF-alfa) attiva la famiglia delle serina/treonina chinasi
legate alla PVR, causando insulino-resistenza. Inoltre,
Sestan e colleghi, hanno dimostrato che l'interferone
gamma (IFN) indotto da un virus puo diminuire i recet-
tori dell'insulina nel muscolo scheletrico, il che potreb-
be spiegare la sindrome di insulino-resistenza descritta
nei pazienti con diabete indotto da COVID-19 (21). Nella
comparsa del diabete indotto da COVID-19 sono state ipo-
tizzate numerose altre vie di segnalazione responsabili,
fra cui l'iperglicemia indotta da stress, l'iperglicemia in-
dotta da steroidi e lo smascheramento di un diabete pre-
esistente (Fig. 5). Alcuni studi suggeriscono in maniera
interessante che anche l'eta potrebbe essere un fattore
importante. Da dati recenti € emerso infatti come indivi-
dui con un’eta superiore ai 40 anni con diabete siano pitt
espostiad infezioni di grave entita (22). Parallelamente al
contributo delle infezioni virali, anche il tipo di alimen-

tazione e il tempismo nell'introduzione di determinati
cibi nell'infanzia potrebbe svolgere un ruolo (ancora poco
definito) nell'insorgenza della malattia. Anche il mo-
mento della prima introduzione degli alimenti nonché
gli eventi gestazionali sono state citate come possibili
concause. E stato proposto in maniera interessante come
una precoce esposizione al glutine e al latte vaccino nella
dieta del bambino possa essere collegata ad un aumenta-
to rischio di DMT1. Uno studio finlandese ha rilevato che
i bambini esposti a latte artificiale vaccino prima dei 3
mesi di eta avevano tassi pit elevati di IgC ed una mag-
giore cross-reattivita verso l'insulina umana. Rispetto ad
un possibile contributo dell'alimentazione nell'insorgen-
za della malattia, sono stati chiamati in causa anche i
nitrati provenienti dall'assunzione di acqua, una ridotta
assunzione di acidi grassi omega-3 e di vitamina D (23-25).
Anche il microbiota intestinale é stato indicato come pos-
sibile attore per la sua capacita di modulare la risposta
immunitaria. A tal proposito, recenti evidenze mostrano
la presenza di un alterato rapporto tra batteri Firmicutes
e Bacteroidetes nella flora batterica di pazienti con DMT1
rispetto a soggetti sani (26). E interessante notare come
persone con livelli piu elevati di batteri Firmicutes e con
un’assunzione piu elevata di carboidrati potrebbero esse-
re pit a rischio di sviluppare la malattia. Al contrario,
una maggiore quantita di Bifidobacterium nell’intestino
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sembri svolgere un ruolo protettivo (27). Infine, é stato
visto come un’alterata colonizzazione batterica a cui si
assiste nei bambini nati da parto cesareo, potrebbe es-
sere un ulteriore collegamento e relazione causale (28). E
stato proposto in modo interessante come la mancanza di
colonizzazione da parte di specie di Lactobacillus e Bifi-
dobacterium causi un'immuno-modulazione disfunzio-
nale con conseguenti implicazioni per 'autoimmunita e
lo sviluppo della malattia.

L'ETEROGENEITA DEL DIABETE AUTOIMMUNE E
GLI ENDOTIPI

Nonostante i grandi progressi compiuti nell’'ultimo de-
cennio, la prevenzione e il trattamento del DMT1 riman-
gono subottimali, con ampie e inspiegabili variazioni
nelle risposte individuali agli interventi. Negli ultimi
anni é emersa la consapevolezza che l'attuale schema di
classificazione del diabete mellito non é sufficiente a co-
gliere la complessita di questa malattia né guida efficace-
mente la gestione clinica. La diagnosi clinica del DMT1 &
stata classicamente considerata come relativamente uni-
voca. Tuttavia, solo di recente sta emergendo una nuova
visione della malattia come una condizione eterogenea
ed estremamente complessa che pud manifestarsi sotto-
forma di diversi fenotipi (29) (Fig. 6). Sembra infatti che
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a contribuire all'insorgenza della malattia che culmina
nella distruzione delle cellule del pancreas siano coinvol-
ti una moltitudine di pathway fisiopatologici. Uno degli
approcci proposti per raggiungere l'obiettivo di applicare
una medicina di precisione nel diabete mellito & quello
di identificare degli endotipi della malattia, ciascuno
dei quali ha un’eziopatogenesi distinta che potrebbe es-
sere suscettibile ad interventi specifici. Questo concetto
e stato introdotto per cercare di comprendere meglio la
termini di valutazione della patologia, risposta al trat-
tamento e prognosi (30). Il concetto di endotipo nel DMT1
potrebbe essere considerato come un concetto volto a dare
un ordine alla moltitudine di contribuiti che derivano
dall’epigenetica nella malattia. L'interazione tra il baga-
glio genetico di ogni individuo e gli stimoli costanti cau-
sati dall’'esposizione ambientale cumulativa origina que-
sti endotipi, sia in presenza che in assenza di malattia
manifesta (31). Un grande ostacolo alla comprensione pitt
approfondita della eterogeneita del DMT1 risiede in parte
nella difficolta di monitorare in tempo reale il processo di
distruzione tissutale nei pazienti colpiti. Alcune analisi
su tessuti pancreatici hanno mostrato profili fisiopatolo-
gici diversi ed in particolare come il processo autoimmu-
ne a carico delle isole pancreatiche avvenga ad un tasso
variabile e con un diverso grado di gravita in base all’'eta

Figura6 @ Linterazione trasuscettibilita genetica e fattori ambientali determina diversi endotipi di DMT1. Mod da (32)
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ENDOTYPES e la presentazione
| + + clinica sia in salute (assenza di
malattia ma anche di fenotipo) che
,i\ w in malattia (con molti fenotipi tra
e all'interno delle malattie).
Rischiodi ~ DMTleon . = o DMT1 Individuo  Paziente con DMT1di
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di esordio. Nei bambini di eta inferiore ai 10 anni, si assi-
ste ad una distruzione massiva con una ridotta porzione
beta cellulare conservata, al contrario nel caso di un esor-
dio in eta adolescenziale si assiste ad una maggiore con-
servazione pancreatica. In accordo con diverse osserva-
zioni sono stati proposti diversi endotipi in base all’eta di
insorgenza, alla genetica, al coinvolgimento del sistema
immunitario e il tasso di distruzione delle cellule beta.
Lendotipo DMT1E1 é spesso legato ad un esordio infantile
(<7 anni), ed é caratterizzato dall’allele HLA DR4-DQ8, da
un’alta percentuale di cellule T CD8+ ed un elevato rap-
porto proinsulina/peptide C nonché da una maturazione
anomala delle cellule beta. Al contario I'endotipo DMTE2
é contraddistinto da un esordio in adolescenza (>13 anni),
dall’allele HLA DR3-DQz2, una percentuale minore di cel-
lule T CD8+ e una maggiore conservazione insulinica
(28-29). E interessante notare inoltre come questo secon-
do endotipo sia meno responsivo alla terapia con immu-
nomodulanti rispetto al primo. Oltre a quelli discussi,
alcuni autori propongono l'esistenza di diversi altri en-
dotipi di diabete autoimmune (Fig. 7). Il LADA (Latent
Autoimmune Diabetes in Adults), € una forma di diabete

caratterizzata da una progressione verso la perdita delle
cellule beta piu lenta rispetto al tipo 1 classico. Inizial-
mente, puo sembrare diabete di tipo 2, ma nel corso del
tempo si sviluppa una carenza di insulina piui simile a
quella che avviene nei pazienti con il DMT1. E stato sug-
gerito come il diabete latente autoimmune (LADA) possa
costituire un endotipo a se stante rispetto a un forma a
pitt lenta progressione del DMTEz2. Nel futuro sara fonda-
mentale condurre ulteriori ricerche meccanicistiche ed
istologiche al fine di elucidare possibili variazioni nella
fisiopatologia tra tali sottotipi. Restano infatti da chia-
rire ancora diversi aspetti chiave di questa malattia, fra
cui ad esempio in che misura predisposizione genica e
fattori ambientali siano coinvolti nello sviluppo dell’au-
toimmunita alla base della malattia. Alcuni endotipi po-
trebbero beneficiare di trattamenti mirati per rallentare
la progressione della malattia, dove altri richiederebbero
una terapia insulinica intensiva sin dall'inizio (32). La
ricerca sugli endotipi nel DMT1 é in corso e risulta di fon-
damentale importanza per comprendere meglio queste
differenze e migliorare il trattamento per i pazienti che
ne sono affetti.

Figura7 @ Diabete ditipo1-unanuova visione della malattia basata sugli endotipi
Endotipi
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@ | Una serie di fattori, tra cui l'eta di insorgenza, la regolazione del sistema immunitario, il tasso di distruzione delle

cellule beta, gli autoanticorpi,
chiave nello sviluppo della DMT1.

il peso corporeo e la genetica, sono riconosciuti come fattori che giocano un ruolo

| pazienti possono essere dassificati
utilizzati per classificare i pazienti in endotipi specifici.

in sottotipi diabetic distinti basati su questi fattori, che possono essere

La dassificazione dei pazienti in endotipi consente una maggiore comprensione della progressione naturale della
malattia al momento della diagnosi, dando origine a terapie pili accurate e incentrate sul paziente.
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Il diabete monogenico. Una condizione clinica
frequentemente trascurata
Monogenic diabetes. A frequently neglected clinical condition
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ABSTRACT

Monogenic diabetes (MD) includes several forms of hyperglycemia
caused by mutations in genes capable of controlling glucose homeo-
stasis. Although MD explains 0.5-5.0% of non-autoimmune diabetes,
it remains mostly overlooked. This is unfortunate, given that most of
the genes involved in MD influence the monitoring and/or therapy of
carrier patients, thus representing an excellent example of “precision
medicine” implemented in real-life clinical practice. This review pro-
vides a practical update to help identify patients who merit genetic
testing for MD and how to best clinically manage carrier patients.

KEYWORDS
Rare forms of diabetes, genetic counselling, precision medicine, ac-
tionable genes, diabetes in pregnancy.

INTRODUZIONE

I1 diabete mellito € una malattia molto prevalente (ne é
affetto quasi mezzo miliardo di pazienti e le proiezioni
indicano che nel 2050 saranno pit di 1.3 miliardi) e con
una elevata morbilita e mortalita (1). Tutto cio si traduce
in costi difficilmente sostenibili dai vari sistemi sani-
tari nazionali, oltre che in un peso molto gravoso per i
pazienti ed i loro familiari. E quindi indispensabile au-
mentare le conoscenze sull’eziopatogenesi ed il decorso
clinico delle varie forme di questa malattia cosi da poter
migliorare la gestione di ogni singolo paziente, sia in ter-
mini di monitoraggio che di terapia.
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Accanto alle forme piu frequenti di diabete mellito, ne
esistono altre piu rare, tra le quali spicca il diabete mo-
nogenico (DM (2)), oggetto di questa rassegna. Il DM é co-
stituito da un gruppo estremamente eterogeneo di vari
disordini in cui I'iperglicemia é causata da mutazioni in
geni codificanti per proteine che svolgono un ruolo de-
terminante nel mantenimento dell'omeostasi del gluco-
sio (2-3). La maggior parte delle mutazioni che causano il
DM esercitano un effetto negativo sul numero o la fun-
zione delle cellule beta pancreatiche (4). Tuttavia, esisto-
no anche forme di DM causate da mutazioni che causano
ridotta azione dell'insulina (resistenza insulinica) (5) o
processi autoimmunitari che esitano in danno beta cel-
lulare (4, 6).

Classicamente sotto I'ombrello di DM si comprendono il
diabete neonatale (2, 4, 7-8), molto raro (circa 1 caso ogni
9o mila nuovi nati) che insorge entro i primi 6-9 mesi di
vita, il ben piu frequente MODY (maturity-onset diabe-
tes of the young, nomenclatura che si tende a superare
come descritto pit avanti) con insorgenza molto varia,
dai primissimi anni di vita fino alle prime 4-5 decadi e il
diabete sindromico in cui l'iperglicemia é solo una delle
manifestazioni cliniche e spesso neanche la pit impor-
tante. In realta, con l'eccezione del diabete neonatale,
questa definizione cosi categorica non ha resistito alla
prova delle migliori conoscenze accumulate nel corso de-
gli ultimi anni che dimostrano come la separazione tra
le varie forme di DM sia molto lasca e che spesso ci tro-
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viamo davanti ad una patologia la cui eta di insorgenza,
ilivelli di glicemia e la presenza di caratteristiche sindro-
miche rappresenta uno spettro clinico continuo che non
sempre ha uno strettissimo correlato con i geni causativi,
essendo mutazioni dello stesso gene in grado di dare ma-
nifestazioni cliniche fra loro anche molto diverse (4). Per
superare queste rigidita classificatorie e per evitare i con-
dizionamenti di nomenclature superate dalle evidenze
scientifiche, si utilizza ormai il termine generico di DM
oppure il termine di diabete seguito dal nome del gene
che causa l'iperglicemia nello specifico paziente cui ci si
riferisce. Quindi, per esempio, il pitt comune delle forme
di DM, quello causato da mutazione del gene GCK (prece-
dentemente descritto come MODY 2), viene indicato come
“diabete-GCK”.

Questa Rassegna si propone di fornire ai diabetologi una
guida aggiornata secondo le piu recenti conoscenze, per
una corretta diagnosi molecolare del paziente con sospet-
to DM e la conseguente gestione clinica. Largomento é
di grande rilevanza perché i geni pitt comunemente coin-
volti nel DM condizionano a vario titolo il monitoraggio
e/o la terapia del paziente (¢ possibile, cioe, una gestione
diversa a seconda del gene coinvolto nello specifico pa-
ziente), permettendo cosi 'implementazione di una vera
e propria medicina di precisione (4, 9). Gli aspetti invece
pit squisitamente fisiopatologici non verranno qui trat-
tati in dettaglio e sono ben riportati altrove (4).

EPIDEMIOLOGIA

Il cosiddetto MODY da solo costituisce oltre il 9o% dei
casi di DM e puo rappresentare circa lo 0,5-5% dei casi del
diabete non autoimmune riscontrato nella popolazione
generale. Al contrario, non si ha una stima relativa alle
forme pit rare di DM. Alcuni studi riportano che in po-
polazione di origine europea, la prevalenza del DM sia di
circa 100 casi per milione di abitanti (4). Tuttavia, studi
piu recenti condotti in UK suggeriscono una prevalenza
minima di circa 250 casi per milione (2). In realta, la vera
prevalenza del DM e sconosciuta ed é verosimilmente
molto sottostimata a causa della scarsa conoscenza della
malattia che resta spesso non diagnosticata, soprattutto
quando si presenta con caratteristiche cliniche sovrap-
ponibili al diabete di tipo 1 in eta pediatrica e al diabete
di tipo 2 nell’eta adulta. Alla sottostima della prevalenza
del DM contribuisce pure la ridotta disponibilita, anche
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in paesi ricchi come il nostro, di laboratori in grado di
effettuare i test genetici necessari alla diagnosi di certez-
za di DM. Tutto cio permette di ipotizzare che in Italia
ci siano alcune decine di migliaia di pazienti con DM. Il
diabetologo clinico deve quindi prendere atto che tra i pa-
zienti del suo ambulatorio vi sono (quasi) certamente casi
con DM non diagnosticato che non possono quindi usu-
fruire di monitoraggio e cura ottimali e personalizzati
della malattia, possibili in un’alta percentuale di questi
pazienti. La tabella 1 riporta i dati di quattro recenti stu-
di europei (10-13) sui geni pit frequentemente coinvolti
nel determinare DM.

Tabella1
determinare DM

@ Geni pill frequentemente coinvolti nel

PRESENTAZIONE % DEI CASI IDENTIFICATI

GENE
CLINICA (RANGE)
HNFA 16-33%
Non sindromica
GCK ' ' 22-68%
(frequente)
HNF4A 0-14%
ABCC8 0-4%
RFX6 0-3%
INS Non-sindromica 0-2%
KCNJm (meno frequente) 0-2%
NEUROD1 0-2%
PDX1 0-2%
m.3243A>G 0-8%
HNF1B 4-6%
Sindromica
WFS1 0-5.9%
INSR 0.6-8%

| dati sono riportati come % e range dei casi identificati in 4
recenti studi europei sul DM (10-13)

PRESENTAZIONE CLINICA

La presentazione clinica del DM é caratterizzata da alcu-
ni elementi che, soprattutto se presenti contemporanea-
mente, devono far sorgere il sospetto che il paziente non
sia affetto da diabete di tipo 1 (soprattutto in eta pediatri-
ca e giovanile) oppure da diabete di tipo 2 (soprattutto in
eta adulta).



- Paziente pediatrico

Un livello di glicemia lievemente aumentato con assenza
di chetosi e di familiari di primo grado con diabete ve-
rosimilmente non autoimmunitario devono far sospetta-
re che il paziente non sia affetto da diabete di tipo 1. In
questi casi e utile procedere con lo studio degli anticor-
pi correlati al diabete di tipo 1 (anti-GAD, anti-Insulina,
anti-IA2 e anti-ZnT8) e la misurazione dei livelli sierici di
C-peptide. La negativita anticorpale e una buona secre-
zione insulinica (C-peptide a digiuno >0,6 ng/ml oppure
>0.2 nmol/L), rendono estremamente improbabile la dia-
gnosi di diabete di tipo 1 e utile 'analisi molecolare perla
diagnosi di DM.

- Paziente adulto

Un normale peso corporeo (o anche un modesto sovrap-
peso che sia lontano dal limite dell'obesita), 'assenza di
dislipidemia aterogena e l'insorgenza dell’iperglicemia
prima dei 30 anni di eta devono far sospettare che il pa-
ziente non sia affetto da diabete di tipo 2. Il sospetto si
rafforza in presenza di una forte familiarita, soprattut-
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to se compatibile con un modello di trasmissione auto-
somico dominante (circa il 50% di affetti per ogni gene-
razione).

Come nel paziente pediatrico, nei casiin cuisisospettala
presenza di diabete autoimmunitario (sia LADA sia dia-
bete di tipo 1 con insorgenza in eta adulta) lo studio degli
anticorpi correlati al diabete di tipo 1 sopra descritti e la
misurazione dei livelli sierici di C-peptide puo aiutare a
dirimere il dubbio. In tutti questi casi, e utile procedere
con 'analisi molecolare per la diagnosi di DM.

- Quadro sindromico

Sia in pazienti pediatrici che adulti, quadri clinici di cisti
renali ed altre alterazioni dell’apparato genitourinario,
ipoacusia, disturbi visivi, diabete insipido, lipodistrofia,
anemia megaloblastica, acanthosis nigricans che si as-
sociano alle altre caratteristiche sopra descritte rendono
irrinunciabile I'analisi molecolare per la diagnosi di DM.
La tabella 2 descrive i geni piul frequentemente coinvol-
ti nel determinare DM sindromico e la loro associazione

con le caratteristiche sopra elencate.

Tabella2 @ Caratteristiche cliniche che in pazienti con sospetto DM possono suggerire la presenza di mutazioni in

geni sindromici

CARATTERISTICHE CLINICHE

Cisti renali ed altre alterazioni dell’apparato genitourinario

Ipoacusia a trasmissione materna, eventualmente
accompagnato a disturbi psichiatrici, maculopatia retinica,
ipertrofia ventricolare sinistra, scompenso cardiaco,
filtrato glomerulare ridotto in considerazione dell’'eta e
della durata del diabete

Ipoacusia in presenza di diabete insipido e/o riduzione del
visus per atrofia del nervo ottico

Acanthosis nigricans eventualmente in donne con sindrome
dell'ovaio policistico

Lipodistrofia

Anemia megaloblastica, ipoacusia

GENE DA ANALIZZARE

HNF1B (fattore di trascrizione importante per il mantenimento
della funzione B-cellulare e/o sviluppo e la maturazione delle
isole pancreatiche)

MTTL1 (DNA mitocondriale) m.3243A>G che provoca difetti nel
trasporto degli elettroni; il fenotipo clinico é caratterizzato da
grande varieta di manifestazioni e severita

WFS1 (forma un complesso con il sensore del calcio e partecipa
direttamente al cross-talk trail reticolo endoplasmatico e

i mitocondri, essenziale per metabolismo e sopravvivenza
cellulare)

INSR (recettore dell'insulina)

LMNA (proteina nucleare che appartiene ai componenti della
lamina nuceare, importante nel mantenimento e nell'integrita
di diversi tipi cellulari qualcosa in pitl); PPARG (fattore di
trascrizione inducibile essenziale per I'adipogenesi e coinvolto
nel metabolismo lipidico degli adipociti)

SLCi9A2 (trasportatore della tiamina che regola I'up-take di
tiamina coinvolta a precessi metabolici multipli del citosol,
mitocondri e perossisomi)
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In generale, soprattutto se l'esperienza del clinico su
questa specifica forma di diabete & modesta, puo essere
utile rivolgersi ad un modello di predizione del rischio
di DM (noto come “MODY calculator”, (https://www.
diabetesgenes.org/exeter-diabetes-app/), basato su dati
anamnestici e clinici comunemente disponibili e messo
gratuitamente a disposizione online dall’'Universita di
Exeter, UK. Il modello, utilizzabile solo in pazienti con
insorgenza del diabete prima dei 35 anni di eta, fornisce
la probabilita che si tratti di MODY e quando questa su-
pera il 20% si suggerisce di procedere con 'analisi mole-
colare (https://www.england.nhs.uk/publication/natio-
nal-genomic-test-directories/). La soglia puo scendere al
10% nel caso il paziente sia in terapia insulinica (https://
www.england.nhs.uk/publication/national-genomic-
test-directories/). Cio perché in questi pazienti aumenta
ilvantaggio di una diagnosi molecolare di DM, potendosi
in molti casi sostituire la terapia insulinica con terapia
con sulfoniluree, meno impattante sulla qualita della
vita del paziente (si esprime cioé il concetto che a fronte
diun potenziale maggior beneficio per il paziente, si puo
pagare il costo di eseguire un maggior numero di test ad
alta probabilita di risultare negativi).

INFORMAZIONI GENERALI SUI TEST GENETICI

I test genetici vengono effettuati sequenziando le parti
codificanti dei geni noti per essere coinvolti in una data
malattia. Prima degli anni 2000, lo screening veniva ese-
guito utilizzando il sequenziamento Sanger, metodo che
consente solo I'analisi di piccoli frammenti di DNA (450-
1000 paia di basi) e quindi laborioso e molto costoso. Con
l'avvento del sequenziamento di nuova generazione (next
generation sequencing, NGS) che permette l'analisi si-
multanea di molteplici geni sul DNA di diversi pazienti,
lo screening genetico e diventato sempre pitt economico
e meno impegnativo. La pratica corrente nel NGS prevede
il sequenziamento mirato delle parti codificanti di geni
noti per essere coinvolti nel determinare la malattia di
interesse (pannelli genici). A questa analisi puo essere
necessario aggiungerne altre che riescono ad identificare
variazioni del numero di copie del gene (ad esempio de-
lezioni di uno o piu esoni interi, che nel contesto del DM
é comune nel diabete-HNFiB) e mutazioni del DNA mito-
condriale. L'interpretazione delle varianti si basa dal 2015
sulle linee guida dell’American College of Medical Gene-
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tics and Genomics (ACMG (14)) che consentono il rigore e
l'uniformita dei risultati tra i diversi centri di diagnosi
genetica del mondo. I criteri del ACMG si fondano su evi-
denze scientifiche basate su dati di popolazione (ad esem-
pio, la frequenza delle varianti), computazionali (previ-
sione insilico dell’effetto delle varianti), sperimentale (sul
ruolo biologico e funzionale delle varianti, deducibile da
studiin vitro e/o in vivo) e di segregazione con la malattia
riportata in pedigree precedentemente studiati. Ai cri-
teri ACMG, un selezionato gruppo di esperti del diabete
monogenico (ClinGen Monogenic Diabetes Variant Cu-
ration Expert Panel (VCEP) https://clinicalgenome.org/
affiliation/50016/) ha aggiunto ulteriori linee guida per
l'interpretazione della patogenicita delle varianti di geni
coinvolti nel determinare questa forma di diabete.

STRATEGIA OGGI SUGGERITA PER LA DIAGNOSI
MOLECOLARE DEL DM

Come gia detto, la tabella 1 riporta i geni che piu frequen-
temente causano DM.

Di norma (e fino allo scorso anno), sulla base della fre-
quenza del coinvolgimento dei singoli geni ed in assen-
za di segni e sintomi suggestivi di “forme sindromiche”
(anche paucisintomatiche) di DM, I'approccio pitt comune
ha previsto I'analisi con sequenza Sanger del gene GCK (in
soggetti con una diagnosi molto precoce di iperglicemia
molto lieve e non progressiva o in donne con storia di GDM
con mantenimento di iperglicemia lieve dopo il parto) o
dei geni HNFIA, ed eventualmente HNF4A, neirestanti casi.
Quando queste analisi sono negative, si procede con il se-
quenziamento NGS per tutti gli altri geni finora descrit-
ti nel DM. Come anticipato sopra, facevano eccezione in
questo contesto, i pazienti che ad un attento esame anam-
nestico e clinico riportavano alcune delle caratteristiche
che, in aggiunta all'iperglicemia, inducono a sospettare e
analizzare specifiche forme sindromiche di DM (Tab. 2).
Questa strategia é stata messa in discussione (10-13, 15)
da studi recentissimi che riportano che circa il 10-20% dei
pazienti con DM senza apparenti caratteristiche sindro-
miche sono di fatto portatori di mutazioni nei geni sin-
dromici (10-13), suggerendo, a meno di un forte sospetto
per un particolare gene da analizzare con sequenza San-
ger, l'esecuzione diretta del NGS. Un secondo elemento
che potrebbe far propendere per l'uso piu frequente se
non esclusivo del NGCS ¢ il miglioramento della sensibilita



nell'identificazione delle varianti che esita nell’'aumento
della percentuale di individui che una volta avviati alla
diagnosi molecolare di diabete monogenico ricevono una
risposta positiva (pick-up rate). Per esempio, nella nostra
esperienza, il pick-up rate é passato dal 28% con sequen-
ziamento Sanger (del periodo 20112017, in cui abbiamo
eseguito 245 test diagnostici) al 45% con tecnica NGS (del
periodo 2018-2022, per 283 test diagnostici).

In un recente documento redatto per conto della Societa
Italiana di Diabetologia (https://www.siditalia.it/clini-
ca/linee-guida-societari) viene offerta una lista di alcuni
centri pubblici che in Italia effettuano la diagnostica mo-
lecolare del DM. L'auspicio da una parte é che il diabetolo-
goitaliano sospetti piti spessola diagnosidi DM erichieda
percio l'intervento dei centri di riferimento, ma dall’altra
parte é che, quando necessario (e lo & spesso) tali centri
siano in grado di fornire oltre all’analisi molecolare anche
un supporto nell'orientamento della richiesta (richiedere
o meno il test, quale richiedere) e nell'interpretazione dei
risultati ottenuti. Cio e possibile solo quando il centro di
riferimento garantisce competenze multidisciplinaried e
organizzato costitutivamente per facilitare scambi binari
con i diabetologi clinici ed i pediatri.

IMPLEMENTAZIONE DI UNA VERA MEDICINA DI
PRECISIONE IN MOLTI CASI DI DM

La gestione dei pazienti con diagnosi genetica di DM rap-
presenta un vero e proprio esempio di “medicina di preci-
sione” (9). Infatti, conoscere la causa genetica, ovvero il
gene mutato, responsabile del DM permette molto spesso
una gestione personalizzata in quello specifico paziente
del monitoraggio della glicemia, dello screening sia delle
complicanze croniche della malattia sia, nei casi di dia-
bete sindromico, delle alterazioni extra-pancreatiche e
infine, della terapia dell'iperglicemia. A seguire vengo-
no elencati i geni che pilt permettono un vero approccio
di medicina di precisione e quali sono le procedure real-
mente implementabili nella pratica clinica.

Diabete-GCK

Mutazioni dominanti del gene GCK causano forme di DM
(precedentemente denominato MODY 2) caratterizzato
da modesta iperglicemia spesso nel range del prediabete
(generalmente tra 100 e 140 mg/dl) gia dai primi anni di
vita che tende lievemente a peggiorare con l'eta (16).
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Nella maggioranza di questi soggetti, il trattamento non
€ necessario (17) perché, grazie alla modestia dell’iper-
glicemia essi non sviluppano le tipiche complicanze del
diabete (18). La glicemia va, quindi, solo monitorata per
intervenire nei rari casi di valori francamente elevati.
D’altra parte, con l'eccezione della terapia insulinica, le
altre terapie dell'iperglicemia oggi disponibili sono poco
efficaci perché nessuna di esse é in grado di controllare
l'attivita enzimatica di GCK che é la vera ed unica causa
di iperglicemica in questi pazienti. Resta determinante,
invece, l'osservanza di un corretto stile di vita (qQuantita e
qualita dell’'alimentazione e attivita fisica) per evitare che
resistenza insulinica e obesita aggravino la gia compro-
messa omeostasi glicemica (18). Per quanto sopra detto,
anche lo screening delle complicanze croniche del diabe-
te in pazienti con diabete-GCK puo essere meno strin-
gente, ricorrendo a controlli meno frequenti di quanto
suggerito per tutte le altre forme di diabete mellito. La
figura 1 descrive i punti salienti della gestione clinica di
un paziente con diabete-GCK.

Diabete-HNFI1A e HNF4A

Mutazioni dominanti dei geni HNFIA e HNF4A causa-
no una forma di diabete (precedentemente MODY 3 e 1,
rispettivamente) ampiamente eterogeneo, frequente-
mente diagnosticato durante la puberta ma anche in
eta adulta (4, 19). In genere, il diabete-HNF si presenta
con iperglicemia pil grave rispetto al diabete-GCK e con
rischio di complicanze croniche simile a quanto accade
in pazienti con diabete di tipo 1 0 2 con simile durata di
malattia e simile compenso glicemico. Di conseguenza,
il monitoraggio delle glicemie e lo screening delle com-
plicanze croniche sono identici a quelli delle altre forme
pitt comuni di diabete (20).

Nei soggetti con diagnosi di diabete-HNFIA e HNF4A l'as-
sunzione di sulfoniluree a basso dosaggio e particolar-
mente efficace e costituisce la terapia di elezione, mentre
sono invece spesso abusivamente trattati con insulina
(17). La natura del danno causato alle cellule beta da mu-
tazioni di questi geni spiega la particolare efficacia delle
sulfoniluree nei soggetti affetti. Le mutazioni di HNFIA
e HNF4A, infatti, riducono l'espressione di geni coinvolti
nel metabolismo del glucosio o in quello mitocondriale
alterando quindi meccanismi che sono a monte del recet-
tore delle sulfoniluree (SUR1) (21), una componente essen-
ziale del canale del potassio ATP dipendente che svolge un
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Figura1
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- Il diabete-GCK € caratterizzato da lieve iperglicemia (spesso nel range del prediabete; non sensibile ad alcuna delle attuali terapie
oggi disponibili eccetto I'insulina) e da un bassissimo rischio di complicanze croniche.

Ne consegue che non necessita di trattamento aggiuntivo ad un attento stile di vita (dieta ed attivita fisica) e che lo screening delle
complicanze croniche puo essere molto meno stringente di quanto consigliato per le forme tradizionali di diabete mellito.

- Il diabete-HNF1A e HNF4A ¢ particolarmente sensibile a basse dosi di sulfoniluree che permettono il raggiungimento di un buon

compenso glicemico a circa1/3 dei pazienti.

Tale trattamento € tanto pit efficace quanto pill precocemente viene iniziato.

Anche pazienti che si presentano in corso di terapia insulinica possono essere orientati verso la terapia con sulfoniluree, soprattut-
to se con diabete di durata relativamente breve, normopeso e con HbA1c inferiore a 8,5%. Se la sostituzione della terapia insulinica
con sulfoniluree non é possibile si consiglia comunque di aggiungere questi farmaci orali alla precedente terapia con l'obiettivo di
migliorare il compenso glicemico e ridurre il dosaggio ed il numero di somministrazioni di insulina.

ruolo centrale nella secrezione insulinica, come vedremo
pit avanti. Le sulfoniluree, si legano al SUR1 e agendo a
valle dei difetti prodotti dalle mutazioni di HNFIA e HN-
F4A mantengono quindi la loro capacita di stimolare la
secrezione d'insulina anche nei pazienti con diabete-HNF
(21). Naturalmente l'effetto secretagogo delle sulfonilu-
ree e tanto pil efficace quanto pit sono preservati sia il
numero che la funzione delle cellule beta a loro volta con-
dizionati negativamente dalla durata della malattia (17).
Cio spiega perché in pazienti con diabete-HNF il successo
della terapia con sulfoniluree dipende fortemente dalla
precocita della diagnosi genetica. Quando le sulfonilu-
ree non sono sufficientemente efficaci, 'aggiunta della
terapia insulinica resta la scelta migliore (17). La figura 1
descrive l'algoritmo per decidere la terapia con sulfonilu-
ree o quella con insulina o la combinazione di entrambe
in questi pazienti.
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Per quanto riguarda il monitoraggio, & importante ricor-
dare che il diabete-HNFIA puo essere associato ad adeno-
matosi epatica (22-23), una malattia rara che puo portare
a grave emorragia addominale. Pertanto, si raccomanda
che questi pazienti siano sottoposti a screening con eco-
grafia del fegato.

Diabete-ABCC8 e KCNJ11

I geni ABCC8 e KCNJn codificano rispettivamente per le 4
subunita di SUR1 (recettore delle sulfoniluree 1) e le 4 su-
bunita di Kir6 che tutte insieme formano il canale del
potassio ATP dipendente (Kupp), localizzato sulla mem-
brana cellulare delle cellule beta, responsabile della pro-
duzione e secrezione di insulina (24). In breve, in assenza
di concentrazioni elevate di glucosio, il canale K, resta
aperto, cio permette un efflusso del potassio dalla cellula
con iperpolarizzazione della membrana. Quando i livelli



di glucosio aumentano, cresce la produzione di ATP che,
legando e chiudendo il canale K, depolarizza la mem-
brana e attivaicanali del Ca+ voltaggio dipendenti con in-
flusso di Ca+ nella cellula e successivo rilascio dei granuli
diinsulina (24). Quindi, mutazioni attivanti nei due geni
causano l'apertura permanente del canale, ridotta secre-
zione di insulina e quindi DM che puo presentarsi anche
molto precocemente (quando insorge entro i primi 6-9
mesi di vita viene definito diabete neonatale) (2, 4, 25-26).
Quando viene diagnosticato un DM dovuto a una muta-
zione attivante il canale Ky, le sulfoniluree rappresen-
tano intuitivamente il trattamento di scelta, essendo
efficaci come monoterapia nella maggior parte di questi
pazienti, con un notevole miglioramento della qualita
della vita e della gestione della malattia (27-28).

Infatti, le sulfoniluree come precedentemente accennato
si legano specificamente al loro recettore SUR1 e chiudo-
no il canale K, tramite un meccanismo indipendente
dall’ATP, aggirando cosi il difetto genetico prodotto da
mutazioni in ABCC8 e/o KCNJ11 (27, 28). Non é quindi sor-
prendente che la grande maggioranza degli individui con
diabete-ABCC8 o KCNJi1, possono sospendere la terapia in-
sulinica ed essere trattati con sulfoniluree con ottimi ri-
sultati (27-28).

Diabete-HNF1B

Pazienti con DM da mutazioni del gene HNFiB diversa-
mente da quelli con mutazioni nei geni HNFIA e HNF4A,
non rispondono adeguatamente al trattamento con sul-
foniluree (29) e devono essere trattati con insulina (30).
Tuttavia, la diagnosi genetica resta molto importante
per indicare la necessita di monitorare 'eventuale svi-
luppo di alterazioni extra pancreatiche principalmente
a carico del sistema genitourinario (soprattutto cisti re-
nali) cui i pazienti con diabete-HNFiB sono soggetti (2,

4, 31).

Diabete-GATA4 e GATA6

Mutazioni dei geni GATA4 e GATA6 causano un ampio
spettro di alterazioni extra-pancreatiche tra cui malfor-
mazioni congenite del cuore (32-33) oltre ad una forma di
diabete ad insorgenza molto precoce (34-35). Per questo
una diagnosi genetica tempestiva permette un attento
monitoraggio cardiologico. Il trattamento di scelta in
questi pazienti é I'insulina e spesso e necessaria la sup-
plementazione di enzimi pancreatici (34).
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DNA mitocondriale (diabete mitocondriale)

Alterazioni della funzione mitocondriale nelle cellule
beta portano ad un graduale deterioramento della loro
funzione e della loro massa e quindi ad una riduzione
della produzione e secrezione di insulina (36). La speci-
fica variante m3243A>G del gene che codifica per tRNAe"
del DNA mitocondriale e la principale causa di diabete e
sordita ad ereditarieta materna (diabete mitocondriale o
MIDD nell’acronimo in Inglese), a volte associato ad altre
caratteristiche cliniche (convulsioni, episodi simili a ic-
tus, debolezza muscolare, alterazioni psichiatriche, ma-
culopatia retinica, ipertrofia ventricolare sinistra, scom-
penso cardiaco, riduzione del filtrato glomerulare) (37).
In questi soggetti il diabete, quando si presenta con blan-
daiperglicemia, e confuso col diabete di tipo 2 ma in mol-
ti casi si puo presentare in forma acuta con chetoacidosi
ed e confuso col diabete di tipo1(38). Spesso l'ereditarieta
materna, la sordita e a volte alcune delle altre caratteri-
stiche sopra descritte alimentano il sospetto di diabete
mitocondriale che puo essere confermato con la diagno-
si genetica. In questi casi, anche in assenza di sintomi
extra-glicemici, é opportuno lo screening della funzione
uditiva e cardiaca cosl come una consulenza oftalmologi-
ca. In genere in fase iniziale i pazienti rispondono bene
al trattamento con dieta o ipoglicemizzanti orali, ma con
il passare degli anni si e spesso costretti alla terapia in-
sulinica (38).

Diabete-WFS1 (sindrome di Wolfram)

Mutazioni del gene WFS1, che codifica per la proteina del
reticolo endoplasmatico Wolframina, causano la sindro-
me di Wolfram, una delle forme di DM sindromico pit
frequente nei bambini ed adolescenti (39-40).

[ soggetti con queste mutazioni hanno una forma di dia-
bete non autoimmune con esordio in giovane eta e atro-
fia del nervo ottico, alcuni pazienti possono sviluppare
diabete insipido, sordita neurosensoriale, anomalie del
tratto renale e disturbi neuropsichiatrici. Ci sono delle
forme definite come Wolfram-like caratterizzate da un
quadro fenotipico pitt lieve che oltre al diabete manife-
stano solo una o alcune delle altre alterazioni sopra de-
scritte, inclusa l'atrofia del nervo ottico (39-41). 1l tratta-
mento dell'iperglicemia prevede quasi inevitabilmente la
terapia insulinica.

Nel 2014 sono state redatte delle linee guida (http://euro-
wabb.org/guidelines/guidelines/) per la gestione di que-
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sti pazienti, soprattutto per il follow-up dei danni neu-
rologici, della vista e dell'udito. Si consiglia comunque di
avviare questi pazienti presso centri di riferimento che
operano con approcci multidisciplinari.

GESTIONE DEL DM IN GRAVIDANZA

Un altro campo che permette la implementazione di de-
cisioni cliniche, specifiche per il tipo di gene coinvolto
nel causare il DM é quello della gravidanza. Per le donne
in gravidanza con DM valgono, tranne alcune specifiche
eccezioni, le stesse regole per le donne in gravidanza con
altre forme di diabete. Vi sono tuttavia alcune specificita
che dipendono dal gene mutato. Qui riportiamo breve-
mente gli aspetti salienti per le forme di DM, causate da
mutazioni di GCK, HNF1A e HNF4A, ABCC8 e KCNJn, invitan-
do chi fosse particolarmente interessato a questo aspetto
alla lettura di una recente revisione molto dettagliata ed
opportunamente interpretata della poca letteratura di-
sponibile (42).

Diabete-GCK

Occorre innanzitutto ricordare che circa il 2% delle don-
ne con diabete gestazionale ha in effetti un diabete-GCK
(43). Il sospetto che la gestante sia portatrice di mutazio-
ne GCK é forte se durante il primo trimestre di gravidanza
siriscontra lieve iperglicemia in presenza di normopeso.
Queste pazienti di solito presentano familiarita per dia-
bete non autoimmune con insorgenza in eta precoce, una
storia di lieve iperglicemia prima del concepimento e di
diabete gestazionale in una precedente gravidanza, a
volte con macrosomia fetale. In tutti questi casi, val la
pena dirichiedere I'analisi genetica per diabete-GCK.

Se la madre riceve una diagnosi genetica di diabete-CCK,
il feto ha un aumentato rischio di macrosomia e di com-
plicanze ostetriche a causa dell'iperinsulinemia fetale in
risposta all’iperglicemia materna (44-45). Ovviamente,
questo rischio e limitato ai casi (50%) in cui il feto non
é portatore della stessa mutazione della madre e non ac-
cade invece nel restante 50% dei casi in cui anche il feto
ha la mutazione del GCK e, quindi, non risponde con un
eccesso di produzione insulinica alla lieve iperglicemia
materna (44-45). Diventa quindi importante un control-
lo continuo delle glicemie e della crescita fetale cosi da
prendere in considerazione tempestivamente il ricorso
alla terapia insulinica quando si osserva una evoluzione
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verso la macrosomia (45). Nel caso sia il padre ad avere
un diabete-GCK ed il feto ne eredita la mutazione il peso
del bambino alla nascita tende ad essere piu basso della
media a causa della ridotta produzione di insulina fetale
che non trova nella normoglicemia materna uno stimolo
sufficiente (46).

Diabete-HNF1A

Selamadre riceve una diagnosi genetica di diabete-HNFIA
il peso del feto portatore della mutazione sara tenden-
zialmente aumentato a causa dell'iperglicemia materna
e non diverso rispetto al feto che non porta la mutazione
(47-48). 1l trattamento di scelta e con insulina da iniziare
(o da sostituire alla sulfoniluree utilizzate in epoca pre-
gravidica in quanto terapia di scelta in questi pazienti)
possibilmente prima della gravidanza (42). Nel caso che
la paziente si presenti gia gravida ed in ottimo compenso
con sulfoniluree, si puo decidere di non modificare la te-
rapia fino all'inizio del secondo trimestre. Cio per evitare
il possibile deterioramento glicemico che si puo inizial-
mente osservare alla sospensione delle sulfoniluree pro-
prio nei primi mesi di vita fetale durante i quali si compie
l'organogenesi. Se si decide di mantenere la terapia con
sulfoniluree, questa andrebbe sempre effettuata con gli-
benclamide (I'unica molecola per cui si abbiano dati in
gravidanza) e va comunque sempre interrotta prima del
terzo trimestre per evitare il suo passaggio transplacen-
tare e il rischio di grave ipoglicemia alla nascita. Nel caso
sia il padre ad avere un diabete-HNFIA ed il feto ne eredita
la mutazione il peso del bambino sara normale e non si os-
serva un maggiore rischio di ipoglicemia alla nascita (42).

Diabete-HNF4A

Se la madre riceve una diagnosi genetica di diabete-HN-
F4A il feto ha un elevato rischio di macrosomia. Tale ri-
schio e ancora maggiore se anche il feto e affetto perché
allo stimolo iperglicemico della madre (che comporta un
aumento di peso di circa 650-700 gr) si aggiunge un ef-
fetto diretto della mutazione che contribuisce ad un ul-
teriore aumento di circa 8oo gr, cosi che si arriva ad un
peso finale medio di circa 4800 gr (42). Al rischio di ma-
crosomia, si aggiunge ovviamente il rischio di ipoglice-
mia neonatale che puo durare molto a lungo (anche molti
mesi) oltre le varie complicanze ostetriche (42). Il mecca-
nismo tramite cui mutazioni che in epoca post-natale
sono responsabili di iperglicemia per ridotta secrezione



insulinica esercitano un effetto opposto nella vita fetale
(un evento riscontrato anche in modelli animali) non e
noto. Questo effetto contro-intuitivo non si verifica solo
per una specifica mutazione di HNF4A, la p.R114V che
non pare avere effetti sul peso alla nascita (49). Lo stato
glicemico della madre deve essere, quindi, strettamen-
te controllato insieme alla crescita fetale. Relativamente
alla terapia con insulina o sulfoniluree ci si rifa a quanto
detto sopra per le madri con mutazioni di HNF1A. Nel caso
siail padre ad avere un diabete-HNF4A ed il feto ne eredita
la mutazione si osserva un elevato rischio di macrosomia
con un peso finale intorno ai 4100-4200 gr e di ipoglice-
mia alla nascita (42).

Come per altre condizioni, in presenza di una marcata
macrosomia (evenienza, come detto, pit probabile quan-
do sialamadre cheil feto hanno una mutazione in HNF4A)
andrebbe considerata l'induzione del parto (o un taglio ce-
sareo) tra la 35a e la 38a settimana di gestazione (42).

Diabete-ABCC8/KCNJ1

E importante puntualizzare che le informazioni che
si hanno al riguardo non sono state ottenute su donne
in gravidanza con diabete-ABCC8 o KCNJu insorto in eta
adulta ma sono tutte ricavate da osservazioni effettua-
te su madri con diabete insorto nei primi mesi di vita
(diabete neonatale). In queste donne il peso alla nascita
del bambino che porta la mutazione tende ad essere pitt
basso della media (circa 700 gr in meno) a causa della ri-
dotta produzione di insulina fetale (42). Se la madre e in
terapia con sulfoniluree il feto portatore trae beneficio
da un’esposizione precoce a questo trattamento che pre-
viene il basso peso alla nascita cui sopra si faceva riferi-
mento (42). Il trattamento in questo caso va continuato,
cercando di utilizzare il dosaggio pitt basso possibile di
sulfoniluree che ottenga il miglior compenso glicemico.
Al contrario, se il feto non porta la mutazione la terapia
con sulfoniluree puo provocare iperinsulinemia con con-
seguente rischio di macrosomia e ipoglicemia neonatale
(42). In questo caso, si suggerisce di sospendere il secre-
tagogo e passare alla terapia insulinica. Nel caso che il
feto erediti la mutazione dal padre, il peso alla nascita
risultera piu basso similmente a quanto avviene quando
la mutazione viene ereditata dalla madre. In tutte queste
condizioni il monitoraggio ecografico della crescita feta-
le dovrebbe essere eseguito ogni due settimane a partire
dalla 26a settimana di gestazione (42).
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CONCLUSIONI

La conoscenza del DM da parte dei diabetologi clinici é an-
cora molto modesta e con la presente rassegna speriamo
di aver dato un contributo nel migliorarla. Tale deficit,
che si ripercuote in una grave sottostima del numero dei
pazienti con DM (se non conosci un’entita clinica non la
cerchi), ha risvolti pratici davvero dannosi, visto che per
molti pazienti con DM adeguatamente caratterizzati da
un punto di vista molecolare si possono implementare veri
e proprio approcci di medicina personalizzata. Per questo
l'auspicio é che il DM rappresenti sempre pitt un obiettivo
didattico sia per le Scuole di Medicina, sia per le Societa
Scientifiche a vario titolo coinvolte nella formazione ed
aggiornamento sulla malattia diabetica. Di pari impor-
tanza e l'auspicio che aumentino sul territorio le strutture
pubbliche dove effettuare, possibilmente a carico del SSN,
l'analisi genetica per il DM e ricevere anche un supporto di
conoscenze ed indirizzo sui possibili approcci di medici-
na personalizzata che possono essere oggi implementati.
Questo obiettivo puo essere raggiunto solo creando gruppi
di lavoro multidisciplinari dedicati al DM.

In conclusione, i pazienti con DM restano in gran parte
sconosciuti (anche nel nostro Paese che puo vantare una
diabetologia di eccellenza), e meritano, quindi, maggiore
attenzione di quanto ne ricevano oggi. Nell'attesa che dal
mondo della ricerca arrivino buone notizie sulla scoperta
di nuovi geni causativi del DM e sui nuovi approcci clinici
che cio permettera, la diabetologia italiana (con tutte le
sue componenti che include il personale clinico, i biologi
molecolari, gli esperti di salute pubblica, etc.) ha il preciso
dovere di garantire che questi pazienti godano della giu-
sta diagnosi e la conseguente personalizzazione del moni-
toraggio clinico e della terapia della loro forma di diabete.
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Ulcere ischemiche del piede diabetico:

terapia cellulare autologa come possibile trattamento adiuvante

Risultati di uno studio prospettico non controllato sul trattamento cellulare
con cellule mononucleate da sangue periferico in pazienti affetti da piede diabetico
ulcerato e malattia dei piccoli vasi: efficacia, sicurezza e valutazione economica

Ischemic diabetic foot ulcers:

autologous cell therapy as a possible adjuvant treatment

Results from a prospective uncontrolled study on autologous peripheral blood mononuclear cells in
patients with small artery disease and diabetic foot ulcers: efficacy, safety, and economic evaluation
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ABSTRACT

Background/aim: this editorial is aimed at providing some insights on cell therapy in patients with diabetic foot ulcers and no-option critical
limb-threatening ischemia (CLTI).

Methods and results: the present paper revised the available evidence on cell therapy in patients affected by diabetes and peripheral artery
disease and reported the main results of a recently published uncontrolled study on the effects of peripheral blood mononuclear cells (PBMNC)
therapy in patients with diabetic foot ulcers, no-option CLTL, and small artery disease. All patients included in that study were allocated in a sur-
gery waiting-list for major amputations. Patients treated with autologous PBMINC experienced a significant reduction of pain levels, an increase
of oxygen tissue levels, a high rate of healing without the need of a major amputation.

Conclusions: the present paper illustrates the possible favorable effects of PBMNC cell therapy in patients with diabetes and peripheral artery
disease even in presence of microangiopathy.

KEYWORDS
PBMNC, diabetes, foot ulcers, no-option critical limb-threatening ischemia, small artery disease.
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INTRODUZIONE

Le ulcere del piede diabetico rappresentano la principale causa di ospedalizzazione ed amputazione maggiore degli arti
inferiori e nei pazienti diabetici con lesioni ulcerative in atto si stima che il rischio di amputazione maggiore sia di
circa 15 volte superiore rispetto a quello dei soggetti non diabetici (1-2).

La causa principale del'amputazione nei pazienti con piede diabetico & quasi sempre legata direttamente o indiret-
tamente alla presenza dall’Arteriopatia Obliterante Periferica (AOP), che nei pazienti diabetici spesso si presenta con
quadri ad evoluzione piu rapida e pill grave rispetto ai non diabetici (3). Si stima che la presenza di ischemia critica
agli arti inferiori nei diabetici possa raggiungere prevalenze di quasi il 25% con prognosi quod vitam (4) e quod functionem
(5) molto sfavorevole.

L'ulcera ischemica del piede diabetico é I'anello di congiunzione che lega l'ischemia distrettuale del’AOP all'amputa-
zione, che viene infatti quasi sempre preceduta da una lesione trofica degli arti inferiori (6).

Le sedi piu frequenti dell’ulcera ischemica sono quelle marginali del piede (2) (Fig. 1), dove la circolazione terminale
non permette un margine sufficiente di compenso emodinamico.

Lapproccio terapeutico ai pazienti diabetici con AOP é fondamentalmente legato alle possibilita di rivascolarizzazione.

Figura1 e

PROCEDURE DI RIVASCOLARIZZAZIONE

Per molto tempo, l'unica opzione terapeutica era quella chirurgica (by-pass) che e rimasta fino a pochi anni fa il
“gold standard” del trattamento della AOP, nonostante l'introduzione negli anni Novanta di procedure endovascolari
(PTA - Percutaneous Transluiminal Angioplasty). Infatti, rispetto all'angioplastica, il by-pass si & sempre contraddi-
stinto per una maggiore durata della pervieta dei vasi trattati, anche se con un rischio di eventi avversi peri procedu-
rali pit elevato (7).
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Recentemente, tuttavia, l'approccio endoluminale ha compiuto notevoli progressi in termini di efficacia, durabilita e
sicurezza (8) tali da, in alcuni sistemi sanitari, far prediligere questa modalita di rivascolarizzazione a quella chirur-
gica tradizionale (9).

Qualunque sia l'approccio utilizzato per rivascolarizzare 'arto inferiore, tuttavia, circa il 25% dei pazienti affetti da
ischemia critica non risultano essere rivascolarizzabili per vari motivi, quali la presenza di numerose comorbidita (es.
insufficienza renale grave), estese calcificazioni dell'intima-media, assenza di vene adatte a confezionare un by-pass,
numerosi tentativi pregressi, ecc. (10). In queste situazioni, si parla di ischemia critica ‘no-option’ con quadri ische-
mici molto eterogenei che possono arrivare fino alla completa assenza o quasi di circolazione a livello del piede (“desert
foot”) (2).

I pazienti diabetici con una ischemia critica non rivascolarizzabile (o non ulteriormente rivascolarizzabile) rispetto ai
soggetti che vengono rivascolarizzati, sono quelli a maggior rischio di amputazione maggiore (30% vs 4.5%) e di eventi
fatali (50% vs 8.9%) (11). Tale rischio di eventi avversi maggiori aumenta ulteriormente in presenza della cosiddetta ma-
lattia dei piccoli vasi (Small Artery Disease - SAD), spesso poco conosciuta e quindi poco diagnosticata; tale condizione
si trova pill frequentemente proprio nei soggetti diabetici, specie se affetti anche da insufficienza renale o in tratta-
mento dialitico (12-13). La SAD ¢ una condizione vascolare, non ancora bene definita e studiata, che colpisce i piccoli
vasi dell’arco plantare (12-13) con vari gradi di estensione che possono arrivare fino al cosiddetto “desert foot”.
Nonostante la sua prevalenza (circa il 20-25% dei pazienti con piede diabetico ischemico) e il suo impatto prognostico,
le opzioni terapeutiche per la SAD, cosi come per l'ischemia critica non rivascolarizzabile, sono limitate e spesso poco
efficaci aumentando considerevolmente il rischio di amputazione, mortalita e spese dirette ed indirette per i sistemi
sanitari di tutto il mondo.

TERAPIA CELLULARE AUTOLOGA

Negli ultimi anni, la terapia cellulare (cellule staminali mesenchimali, cellule mononucleate del midollo sanguigno
con o senza stimolazione midollare) e risultata essere un approccio promettente per affrontare I'ischemia critica non
rivascolarizzabile, promuovendo 'angiogenesi, la vasculogenesi e la riparazione dei tessuti. La terapia cellulare au-
tologa, infatti, ha mostrato effetti favorevoli su diversi esiti, come il dolore, la tensione transcutanea di ossigeno, la
guarigione dell'ulcera, 'amputazione maggiore e la mortalita (14).

Esistono numerosi meccanismi di azione in grado di fornire una plausibilita biologica a queste azioni favorevoli. In
particolare, le cellule mononucleate da sangue periferico (Peripheral Blood Mononuclear Cells - PBMNC) che compren-
dono monociti/macrofagi e linfociti, aumentano la circolazione periferica stimolando la neo-angiogenesi attraverso
attivita paracrine di molteplici fattori di crescita (15-16). Come noto da tempo, infatti, il reclutamento para fisiologico
dei monociti (ma anche dei linfociti [17-18]) nelle aree ischemiche favorisce la formazione di circoli vascolari collaterali
(19), in grado di produrre e rilasciare nell'ambiente fattori pro-angiogenici, citochine e molecole messaggere che agi-
scono con effetto paracrino (15). Tale capacita angiogenica aumenta nel tessuto ischemico (16, 20-21) ed ¢ mantenuta
anche nei pazienti diabetici (22). Un’altra azione fondamentale dei monociti/macrofagi é quella stimolativa dei proces-
si dirigenerazione tissutale (23-24). Queste cellule, infatti, vengono reclutate a livello di aree cutanee lesionate (19) ed
esercitano la propria azione riparativa mediante la produzione di fattori di crescita (25), dimostrata anche nelle lesioni
ulcerative del piede diabetico (26, 29, 34, 36).  monociti, inoltre, sono in grado di attivare la conversione dei macrofagi
inflammatori M1, presenti in alte concentrazioni in tutte le lesioni croniche (in particolare nel piede diabetico [27]),
in macrofagi M2. Questi ultimi sono dotati di proprieta antinfiammatorie e rigenerative, pertanto capaci di creare
un microambiente altamente favorevole alla rigenerazione tissutale. Il rilascio, infine, di oppioidi naturali da parte
dei macrofagi M2 (28) determina una importante azione antalgica, riducendo sensibilmente il dolore percepito dal
paziente.

La terapia cellulare puo essere somministrata attraverso vie e metodologie diverse a seconda delle linee cellulari uti-
lizzate, dello stadio della malattia e dell’'obiettivo del trattamento. Le vie di somministrazione pitt comuni includono
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lI'iniezione intramuscolare, I'infusione endovenosa, I'iniezione diretta nel tessuto o nel muscolo bersaglio e la sommi-
nistrazione attraverso specifici supporti bioattivi (29).

Cellule autologhe mononucleate da sangue periferico prelevate senza stimolazione con fattore di mobilizzazione
Negli ultimi anni, alcuni autori hanno proposto l'iniezione intramuscolare di cellule mononucleate del sangue pe-
riferico (PBMNCs) senza stimolazione midollare (mobilizzazione), che ha dimostrato un’efficacia simile rispetto alle
cellule staminali “tradizionali”. Studi recenti hanno, infatti, mostrato come anche le popolazioni monocitarie e lin-
focitarie da sangue periferico hanno, similmente a quelle progenitrici midollari, ottime proprieta neo-angiogeniche
(16, 20) e rigenerative (15) a livello tissutale.

Inoltre, questo nuovo approccio presenta diversi vantaggi, come l'impiego di tecniche di estrazione meno invasive,
procedure pill brevi e meno dolorose e ripetibili (19, 29).

Sulla base di queste considerazioni, sono state sviluppate nuove tecnologie che hanno reso possibile la produzione di
concentrati di cellule autologhe mononucleate provenienti da sangue periferico (senza necessita di stimolazione con
fattori di crescita nei giorni precedenti il prelievo), spostando l'attenzione della comunita scientifica, impegnata nel
campo della medicina rigenerativa, dalle “tradizionali” cellule staminali midollari o da tessuto adiposo, a quelle im-
munitarie (in particolare monociti/macrofagi e linfociti) (30).

Qualunque sia la linea cellulare utilizzata e la via di somministrazione impiegata, infatti, la terapia cellulare in
pazienti affetti da lesioni ulcerative ischemiche si & dimostrata una valida opzione soprattutto nel caso di soggetti
affetti da arteriopatia obliterante periferica giudicata non rivascolarizzabile (o non ulteriormente rivascolarizzabile)
(14, 31).

Numerose metanalisi di studi randomizzati e osservazionali (14, 31) hanno, infatti, mostrato un miglior outcome cli-
nico nei pazienti con CLI non option trattati con terapia cellulare autologa, con riduzione dei livelli di dolore percepito
maggiore probabilita di guarigione delle lesioni ulcerative e degli indici di perfusione periferica, quali ABI e TcPO,.
In particolare, Rigato et al. hanno dimostrato in analisi estensiva per tipologia di terapia cellulare, comparando mo-
nonucleate da midollo (BM-MNC), mesenchimali da midollo (BM-MSC) e PBMNC che solo queste ultime riducevano in
modo significato 'amputazione di pazienti con ischemia critica non-option (14).

Nonostante vi possano essere dei dubbi sull’efficacia di tali terapie nel paziente diabetico, in quanto la presenza di dia-
bete puo alterare in maniera significativa le proprieta angiogeniche e rigenerative delle popolazioni cellulari midollari
utilizzate (14, 31-33), la maggior parte delle evidenze sembra non mostrare differenti profili di azione della terapia cel-
lullare cellulare con PBMNC nella popolazione diabetica (34-37).

DESCRIZIONE DELLO STUDIO PROSPETTICO

Recentemente abbiamo pubblicato uno studio non controllato su una serie consecutiva di pazienti con lesioni ulcerati-
ve del piede diabetico ed affetti da AOP giudicata non operabile e malattia dei piccoli vasi (SAD - Small Artery Disease)
(37). Tuttii pazienti inclusi nell’analisi erano allocati in una lista di attesa per un intervento di amputazione maggio-
re. Lo scopo dello studio, oltre a valutare l'effetto di un ciclo di terapia cellulare sulla guarigione delle lesioni ulcerative
(tutte di grado Texas 3) senza un atto demolitivo maggiore e/o sulla possibilita di distalizzare 'amputazione, & stato
anche quello di valutare la sostenibilita economica dell'intervento proposto.

La scelta di questa particolare tipologia di pazienti e stata fatta in quanto non esiste, come detto, alcun trattamento
codificato per la SAD e le poche opzioni terapeutiche esistenti, come la modifica dello stile di vita, 'impiego di farmaci
vasoattivi (es. anticoagulanti, prostaglandine ecc.) e le procedure di rivascolarizzazione hanno un’efficacia limitata e
in alcuni casi significativi effetti collaterali (12).

Il concentrato cellulare di PBMNC eé stato prodotto con sistema a filtrazione selettiva Hematrate Procedure Pack (Athe-
na Cell Therapy Technologies) (Fig. 2), con indicazione d’uso per terapia cellulare umana e caratterizzazione pubblicata
su rivista scientifica indicizzata (38).
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Figuraz

I risultati di questo studio (37) seppur incoraggianti (miglioramento significativo dei valori ossimetrici, aumento dei
tassi di guarigione mediante atti chirurgici minori, amputazione maggiore necessaria solo nel 20% dei pazienti inclu-
si, riduzione dei livelli di dolore percepito (Fig. 1) e apparentemente costo-efficaci, devono tener conto di alcuni limiti
importanti, quali la natura osservazionale dello studio (non controllato), dell’esigua numerosita della casistica arruo-
lata ed il breve follow-up (1 anno).

Tuttavia, nonostante i limiti sopra descritti, i dati ottenuti sono, come detto, promettenti e rendono la terapia cellula-
re con PBMNC una possibile arma terapeutica nei pazienti con arteriopatia obliterante agli arti inferiori non rivasco-
larizzabile, anche in presenza di microangiopatia.

CONCLUSIONI

La terapia cellulare con PBMNC ¢ entrata nella pratica clinica per il trattamento di CLI non option, nei fallimenti della
rivascolarizzazione, e anche come terapia adiuvante alla rivascolarizzazione nei pazienti diabetici e nel trattamento
del piede diabetico e delle lesioni non healing. Considerando 'elevato numero di studi clinici e di meta-analisi pubbli-
cati, dal 2002 al 2020, e I'alto numero di pazienti trattati in Italia, forse dovremmo ritenere la terapia cellulare autologa
con PBMNC una arma potenzialmente in grado di modificare la storia naturale dell’ischemia critica nei pazienti con
ischemia critica “no-option”. E, a questo proposito, & importante ricordare che queste terapie possono essere utilizzate
al di fuori di qualsiasi sperimentazione, a condizione che i dati scientifici, che descrivono specificamente i metodi, la
preparazione e l'uso, siano disponibili e pubblicati su riviste internazionali peer-reviewed.

Va inoltre sottolineato che la normativa europea con la nuova revisione della legislazione sulle cellule e i tessuti del
sangue, adottata nell'ultimo trimestre del 2021, mira ad aggiornare la legislazione nella direzione di un allineamento
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pit flessibile con gli sviluppi scientifici e tecnologici. In linea con questo obiettivo, sembra muoversi nella direzione
di una semplificazione, basata sull’analisi del rischio, per la produzione di prodotti di terapia cellulare autologa con
cellule minimamente manipolate, prodotte con sistemi point-of-care, all'interno di una singola procedura chirurgica,
per facilitarne l'uso ed evitare inutili e sproporzionati ostacoli burocratici, soprattutto per malattie critiche come la
CLI che rappresentano un bisogno medico insoddisfatto (39).
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Nell’'editoriale di questo numero vengono illustrate le possibilita offerte dalla terapia con cellule mononucleari del
sangue periferico (PBMNC) per il trattamento di pazienti con ulcere del piede diabetico e ischemia critica che minaccia
l'arto (CLTI), illustrando in particolare i risultati di un recentissimo studio non controllato, condotto dal gruppo del
prof. Monami, autore dell’Editoriale. Nel lavoro qui riassunto, che ha visto la collaborazione di piu gruppi di ricercatori
italiani con notevole esperienza sul piede diabetico, sono stati inclusi 50 pazienti con CTLI, non elegibili per tratta-
menti di rivascolarizzazione e quindi ad elevato rischio di amputazione, che avevano ricevuto un massimo di 3 infu-
sioni intramuscolari di PBMNC. Ad 1 anno dal reclutamento, 8 pazienti (16% dell'intera coorte) erano andati incontro
ad amputazione maggiore; mentre al termine del follow-up (durata media 1,5 anni) questo numero era salito a 9. Tutta-
via, nonostante per la loro condizione di partenza tutti e 50 i pazienti fossero ad elevato rischio per amputazione sopra
il ginocchio (ATK), in 5 casi, dei g sottoposti ad amputazione, si é trattato di amputazioni sotto il ginocchio (BTK). 11
47% dei pazienti sopravvissuti ad 1 anno dal reclutamento (34 su 5o inizialmente reclutati) ¢ andato incontro a guari-
gione, con un tempo medio di 257 giorni. Al termine del follow-up 26 soggetti su 34 erano in condizioni di camminare
in modo soddisfacente con calzature o supporti appositi. E stato inoltre osservato un significativo miglioramento della
perfusione tissutale nei pazienti sottoposti a terapia con PBMNC.

Irisultati di questo studio, in linea con quelli presentati nell’editoriale, sottolineano come la terapia cellulare autologa
con PBMNC dovrebbe essere considerata quale fondamentale strumento nel trattamento di pazienti con ischemia criti-
ca “no-option”. Come ben evidenziato dal prof. Monami, la revisione della legislazione europea sulle cellule e i tessuti
del sangue va nella direzione di una maggiore flessibilita e semplificazione; motivo per cui si puo ipotizzare che nel
prossimo futuro ci possa essere un’applicazione maggiormente diffusa della terapia con PBMNC, nel trattamento di
malattie critiche come la CLTI, le quali, allo stato attuale, rappresentano un bisogno medico insoddisfatto.
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Immagini rappresentative di due casi clinici. Da sinistra in alto a destra in basso si osserva l'evoluzione delle ulcere e la predisposizione
di supporti utili a favorire una buona qualita della capacita residua di cammino.
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Compiti per le vacanze: migliorare le capacita meditative e respiratorie - A cura di Raffaele Galiero
Link al commento: Prefrontal oxygenation and working memory in patients with type 2 diabetes mellitus following
integrated yoga: a randomized controlled trial (siditalia.it)
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Nefropatia
VEGF-A, occhio non vede e rene duole: un futuro bersaglio terapeutico anche per la nefropatia diabetica? -
A cura di Stefano Menini
Link al commento: VEGF-A: A Novel Mechanistic Link Between CYP2C-Derived EETs and Nox4 in Diabetic Kidney
Disease (siditalia.it)
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Sviluppo di nefropatia diabetica
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Ipertensione e diabete

Uomini e topi: 'importanza dei modelli di malattia cardiometabolica - A cura di Alessandro Mengozzi
Link al commento: Cardiovascular characterisation of a novel mouse model that combines hypertension and
diabetes co-morbidities (siditalia.it)
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Aspetti molecolari nella patogenesi del diabete tipo 2
New insights in tema di infiammazione obesita-mediata e alterazioni metaboliche correlate: la neddilazione
un meccanismo fondamentale - A cura di Chiara Maria Assunta Cefalo
Link al commento: UBE2M-mediated neddylation of TRIM21 regulates obesity-induced inflammation and metabolic
disorders (siditalia.it)

Metabolic discrders.
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ABSTRACT

Diabetes is associated with increased risk of cardiovascular morbidity and mortality. Endothelial progenitor cells (EPCs) are bone marrow-de-
rived cells involved in endothelial health, vasculogenesis and damage repair. Both subjects with type1 and type 2 diabetes showed a lower number
of EPCs and impaired EPC function, suggesting a potential pathogenic role of these cells in both micro and macrovascular complications, as well
as in sexual dysfunctions in diabetes. Several glucose-lowering drugs have been reported to potentially improve EPCs levels and bioreactivity.
However, larger and longer studies are needed to better explain the mechanisms involved.

KEYWORDS
Diabetes mellitus, endothelium, EPCs, glucose control, inflammation, diabetes complications.

INTRODUZIONE

Il diabete mellito € una patologia metabolica cronica ad eziologia multipla. Si caratterizza per uno stato diiperglicemia
che puo essere causata dall’assenza completa di insulina, nel caso del diabete di tipo 1, 0 da una resistenza alla sua
azione, nel caso del diabete di tipo 2. Nell'ambito di una patologia cosi complessa, la tossicita derivante dalla cronica
iperglicemia (glucotossicita) funge da trigger per molte altre alterazioni biochimiche, che contribuiscono a generare
uno stato inflammatorio cronico e ad aumentare lo stress ossidativo nell'organismo. In particolare, gluco- e lipotossi-
cita possono indurre alterazioni dell'omeostasi endoteliale dei piccoli e grandi vasi gia dalle prime fasi della malattia
nelle persone affette da diabete (1).

Le malattie cardiovascolari costituiscono la principale causa di morbidita e mortalita precoce nei soggetti con diabete
(2-3). In particolare, i pazienti con diabete di tipo 2 presentano un rischio 2-4 volte maggiore di sviluppare malattie
cardiovascolari nelle forme di malattia coronarica, insufficienza cardiaca cronica, fibrillazione atriale, ictus, e arte-
riopatia periferica rispetto alle persone senza diabete (4). Inoltre, il diabete & un importante fattore di rischio per lo
sviluppo di malattia renale cronica, che costituisce a sua volta un fattore prognostico negativo per la funzione cardiaca
(4). Le patologie cardiovascolari contribuiscono attualmente a circa un quarto di tutti i decessi nei soggetti con diabete
di tipo1con una durata della malattia compresa tra 10 e 19 anni, mentre rappresentano pit della meta di tuttii decessi
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in quelli con una durata superiore a 20 anni (5-6). Inoltre, il rischio cardiovascolare nel diabete peggiora all'aumentare
della prevalenza di fattori di rischio noti, quali ipertensione, dislipidemia, fumo, sovrappeso e obesita. L'insieme di
pit fattori di rischio contribuisce allo sviluppo di uno stato infiammatorio cronico subclinico che vede come principali
mediatori il TNF-a, IL-1, IL-6, leptina, l'inibitore dell’attivatore del plasminogeno (PAI-1), la proteina C reattiva (PCR) e
il fibrinogeno. Queste citochine inflammatorie innescano diversi pathways infiammatori con accumulo di lipidi a ca-
rico delle pareti vascolari e conseguente sviluppo di disfunzione endoteliale e malattie cardiovascolari (7-8). Numerosi
studi hanno dimostrato che la disfunzione dell’endotelio vascolare gioca un ruolo centrale nella fisiopatologia delle
malattie cardiovascolari nel diabete (9).

DISFUNZIONE ENDOTELIALE COME PRIMUM MOVENS DI RISCHIO CARDIOVASCOLARE

La salute vascolare dipende da un equilibrio tra i meccanismi di danno e quelli di riparazione endoteliale. In seguito
ad una lesione vascolare, la riparazione dell’endotelio danneggiato avviene ad opera delle cellule endoteliali residenti
e alla proliferazione e migrazione di cellule progenitrici endoteliali (EPC) nel sito del danno (10-11). Le EPC sono cellule
mononucleate derivanti dal midollo osseo. Esse svolgono l'importante ruolo di mantenere la fisiologica integrita va-
scolare, rimpiazzando cellule endoteliali danneggiate e svolgendo un ruolo protettivo nelle fasi piti precoci del processo
aterogenetico e di altre malattie cardiovascolari. La disfunzione endoteliale trova terreno fertile per svilupparsi all'in-
terno di un milieu infiammatorio cronico (12). Le cellule endoteliali, attraverso la produzione di chemochine, citochi-
ne e di fattori di trascrizione intracellulari, partecipano al reclutamento, adesione e diapedesi dei leucociti all'interno
della parete vascolare nei processi inflammatori (13). La produzione enzimatica di ossido nitrico (NO) da parte della NO
sintetasi endoteliale (eNOS) costituisce un elemento critico nel regolare 'omeostasi endoteliale. Faumento dello stress
ossidativo puo causare un'alterazione di eNOS e lo sviluppo di disfunzione endoteliale (14) (Fig. 1). La riduzione di NO,
normalmente prodotto dalle cellule endoteliali, determina la progressione della lesione attraverso una pitt marcata
proliferazione e migrazione delle cellule muscolari lisce e un’aumentata attivazione piastrinica che conduce ad un
maggiore rischio di trombosi (15). La disfunzione endoteliale puo, pertanto, ridurre la perfusione vascolare, produrre
fattori che riducono la stabilita di placca e aumentare la risposta trombotica in caso di rottura della stessa (16). Lo stato
di iperglicemia cronica attiva una serie di meccanismi molecolari che hanno un importante impatto sulla funzione e
sulla sopravvivenza delle cellule endoteliali. In particolare, l'attivazione della protein chinasi C (PKC) e 'aumento dello
stress ossidativo possono compromettere la funzionalita delle cellule endoteliali. Sebbene queste ultime siano dotate
di potenti sistemi antiossidanti, la produzione prolungata di ROS dovuta all’iperglicemia cronica puo determinare
il fallimento dei meccanismi protettivi e condurre a uno stato di intenso stress ossidativo, promuovendo 'apoptosi
e determinando un’alterazione del turnover cellulare (17). La morte e la senescenza delle cellule endoteliali sono re-
sponsabili della compromissione strutturale del monostrato endoteliale, lasciando una superficie luminale altamente
pro-aterogena (18).

Le alterazioni metaboliche associate al diabete possono influenzare la fisiopatologia delle EPC a diversi livelli, ivi com-
preso il numero di cellule progenitrici disponibili ed il grado di mobilita e differenziazione in cellule della linea endo-
teliale (19). Il rilascio di EPC dal midollo osseo in risposta a stimoli mobilizzanti dipende da complesse interazioni che
avvengono nel microambiente midollare. L'ischemia tissutale é considerata lo stimolo piti forte per la mobilizzazione
delle EPC, attraverso l'attivazione di sistemi di rilevamento dell’ipossia, come il fattore inducibile dall'ipossia (HIF)-1
(20). UHIF-1 attivo si lega a specifiche regioni del DNA e promuove la trascrizione di geni sensibili all'ossigeno che co-
dificano per il fattore di crescita dell’endotelio vascolare (VEGF), il fattore di derivazione stromale (SDF)-1, e l'eritropo-
ietina (20). I fattori di crescita codificati consentono alle EPC di subire la migrazione transendoteliale e di passare nel
sangue periferico dove vengono reclutate secondo gradienti ipossici attraverso l'espressione di SDF-1 indotta da HIF-1
(21). La mobilizzazione delle EPC dal midollo osseo dopo il danno ischemico risulta essere difettosa nei modelli murini
con diabete rispetto ai controlli (22). Tale incapacita é stata associata a downregulation di HIF-1 a e al difettoso rilascio
di fattori stimolanti il midollo, come VECF e SDF-1, conducendo, infine, a un’angiogenesi compensatoria insufficiente
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Figura1 @ Meccanismi alla base della disfunzione endoteliale nel diabete
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(21). Pertanto, un disequilibrio nei meccanismi di turnover endoteliale e una riduzione nella produzione e mobiliz-
zazione delle EPC potrebbero costituire i trigger che minano l'integrita dell’endotelio ed innescano l'aterogenicita del
sistema vascolare a lungo termine (18). E stata osservata una correlazione tra i livelli circolanti di EPC e il grado di di-
sfunzione endoteliale, al punto da definire la riduzione del numero di EPC come potenziale fattore predittivo di futuri
eventi cardiovascolari (23).

EPC: IDENTIFICAZIONE, CLASSIFICAZIONE E RECLUTAMENTO

Le EPC sono state identificate per la prima volta nel 1997 da Asahara et al. come un sottogruppo di cellule mononucleate
del sangue periferico con la capacita di differenziarsi in cellule endoteliali e di prendere parte ai processi di neoangio-
genesi. Queste cellule sono caratterizzate da marcatori di linee ematopoietiche (CD34 e CD133) ed endoteliali (KDR,
CD31 e vWT{) (24-25). Esse derivano dal midollo osseo e possono essere mobilizzate nella circolazione periferica in rispo-
sta a molti stimoli (26). Da un punto di vista funzionale le EPC condividono alcune proprieta tipiche sia delle cellule
ematopoietiche che di quelle endoteliali. Una proprieta tipica delle cellule di origine ematopoietica é la loro capacita
di dare origine ad unita formanti colonie (CFU), mentre la capacita di formare vasi capillari e produrre NO rientra
nelle caratteristiche funzionali tipiche delle cellule endoteliali (27). Nel sangue periferico sono state identificate due
sottopopolazioni di EPC: precoci e tardive (28). Le prime, quelle precoci, derivano dal midollo osseo e sono immedia-
tamente immesse nel sistema circolatorio, si caratterizzano per i markers di superficie CD133/CD34/VEGFR-2, hanno
una limitata capacita proliferativa e presentano un picco di crescita in terreni di coltura a 2-3 settimane. Le EPC tardive
risultano invece positive ai markers CD34/VEGFR-2/CD31/VE-caderina e/o il fattore di von Willebrand (vWf); compaiono
dopo 2-3 settimane di coltura e presentano una maggiore capacita proliferativa fino a 12 settimane (28) (Fig. 2).
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Figura2 @ Rilascioe migrazione delle cellule progenitrici endoteliali (EPC) in diversi stadi di maturazione a livello
vascolare
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Le EPC costituiscono le principali determinanti dei processi di omeostasi e riparazione endoteliale. La loro capacita
di promuovere la rivascolarizzazione di tessuti ischemici e danneggiati é stata esaminata sia in modelli animali che
in cellule umane in coltura (29-30). Le EPC costituiscono un pool circolante di cellule in grado di formare un cerotto
cellulare nei siti di lesione endoteliale, contribuendo cosi direttamente all'omeostasi e alla riparazione dell’endotelio
vascolare. I livelli di EPC circolanti possono essere influenzati dall’eta e dalla presenza di numerosi fattori di rischio
cardiovascolari quali il fumo, la dislipidemia e il diabete. In particolare, é stato dimostrato che il numero e le proprieta
funzionali delle EPC sono inversamente proporzionali ai fattori di rischio cardiovascolari (31).

Il rilascio di EPC dal midollo osseo e regolato da una varieta di fattori di crescita, enzimi, ligandi e recettori di superfi-
cie(32). Lafaseiniziale diattivazione delle EPC dipende dall’attivita della metallo-proteinasi 9 (MMP-9) che favorisce la
trasformazione del recettore di superficie (recettore di membrana Kit-mKitL) in recettore solubile (sKitL) (33). Topi con
deficit di metallo proteinasi 9 (MMP9--/--) o trattati con inibitori di tale citochina mostrano una ridotta mobilizzazio-
ne di EPC circolanti (34). Lattivazione della forma solubile del recettore e seguita dal distacco delle cellule progenitrici
primarie cKit* dalle nicchie dello stroma del midollo osseo e dalla loro successiva migrazione verso la zona vascolare.
Questa traslocazione attiva le cellule da uno stato quiescente ad uno stato proliferativo (35). Il VECF, fattore di crescita
endoteliale attivato anche da MMP-9, & considerato uno dei mediatori predominanti della mobilizzazione delle EPC dal
midollo osseo in seguito al danno tissutale (36-37). Molti altri fattori sono implicati nel processo di reclutamento, tutti
attualmente utilizzati come agenti mobilizzanti di cellule staminali capaci di migliorarne anche la funzionalita; i pitt
importanti sono costituiti dallo SDF-1 (ritenuto anche come il fattore che protegge le EPC dall’apoptosi), il fattore di cre-
scita fibroblastico (FCF), il fattore di crescita placentare (PFG), l'eritropoietina e I'eNOS (38). L'assenza di quest'ultima
nei modelli murini produce un deficit funzionale e numerico di cellule staminali endoteliali (34). Il rilascio in circolo
di questi fattori, soprattutto il VECF, puo essere indotto da svariati stimoli, tra i quali il piti potente &, come abbiamo
visto, costituito dall'ischemia tissutale. I processi coinvolti nel reclutamento delle EPC sembrano essere simili a quelli
del reclutamento di cellule staminali ematopoietiche (39). Le EPC stimolate verso la circolazione periferica si stabili-
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scono, infatti, specificamente nei siti ischemici per stimolare processi di angiogenesi compensatoria. Una volta che le
EPC sono state mobilizzate dal midollo osseo alla circolazione periferica, iniziano a migrare verso l'area lesa attraverso
un preciso processo di reclutamento definito “homing” (40). La direzione di questa migrazione é determinata secondo
un gradiente di fattori angiogenici, come il VECF-A, rilasciato dal tessuto ischemico. Le cellule arrivate in sede di dan-
no possono partecipare alla rigenerazione vascolare e alla neovascolarizzazione (41). Entrambe le forme di EPC, precoci
e tardive, contribuiscono ai processi di neovascolarizzazione in modi diversi. Le EPC precoci sembrano avere effetti
paracrini attraverso il rilascio di citochine angiogeniche e proinfiammatorie (tra cui VEGF, HCF, fattore stimolante le
colonie di granulociti macrofagi, MMP-9) (42) promuovendo l'angiogenesi, la sopravvivenza e la proliferazione di un
numero maggiore di EPC dal midollo osseo al sito di danno endoteliale. D’altra parte, le EPC tardive producono una
serie di segnali paracrini (ad es. MCP-1, IL-8 e MMP-2) (43) che favoriscono I'angiogenesi, e sembrano differenziarsi pitt
velocemente in cellule endoteliali mature per essere successivamente incorporate nell’endotelio danneggiato (44). Dal
momento che le EPC vengono reclutate soprattutto in risposta al danno vascolare, i livelli circolanti di queste cellule
nel sangue periferico potrebbero essere utilizzati come biomarcatore di rischio cardiovascolare.

LO STUDIO DELLE EPC

Per lo studio delle EPC vengono principalmente utilizzate due metodiche: la citofluorometria e le colture cellulari. La
citofluorimetria permette la misurazione multiparametrica di caratteristiche fisiche e/o chimiche di cellule in so-
spensione all'interno di un fluido di trasporto (45). La quantizzazione delle EPC mediante citofluorimetria si basa
sull’'uso di specifici anticorpi diretti contro antigeni di superficie, quali i marcatori di staminalita (es. CD34, CD133,
CD117) e i marcatori endoteliali (es. KDR, CD31, VECAM) (46). Tuttavia, ad oggi, non esiste ancora una combinazione
antigenica riconosciuta a livello internazionale in grado di definire i singoli fenotipi di EPC.

Lo studio delle EPC puo avvenire anche mediante coltura cellulare in vitro. Le cellule mononucleate da sangue peri-
ferico, ottenute in seguito a centrifugazione mediante gradiente di densita con Ficoll-Paque, vengono lavate con PBS,
seminate su piastre precedentemente coartate con fibronectina e coltivate in mezzo di crescita (FBS, VECF e altri fattori
di crescita). Tra i vari protocolli proposti, due sono i pitt importanti. Il primo consiste nel re-impiantare, dopo 48 ore,
le cellule non adese in un terreno di fibronectina per 3 giorni. Questa procedura viene chiamata CFU-assay in riferi-
mento alla capacita delle cellule di formare colonie CFU-EC (colony forming units-endothelial cells). Laltra procedura
é pit lunga, ha una durata di 14-28 giorni e consiste nel monitorare lo sviluppo e la morfologia delle cellule endoteliali
cambiando il terreno ogni 2-3 giorni. Si puo dedurre che la citofluorometria venga utilizzata per quantificare il numero
di cellule, la coltura cellulare per studiarne le caratteristiche funzionali (45). Ad ogni modo, la citofluorimetria risulta
essere la tecnica maggiormente usata per la quantizzazione delle EPC nei trial clinici, anche se il fenotipo antigenico
delle EPC circolanti e ancora molto dibattuto.

EPCS E COMPLICANZE MACROVASCOLARI DEL DIABETE

Il diabete mellito & associato ad un aumentato rischio di disfunzione endoteliale e di malattie cardiovascolari (47). L'in-
tegrita dell’apparato vascolare é definita dall’equilibrio tra danno vascolare (conseguente alla disfunzione endoteliale)
eriparazione endoteliale. Il diabete si associa ad una compromissione dei processi di riparazione del danno endoteliale
e dei meccanismi di angiogenesi post-ischemica compensatoria. Esiste una forte correlazione tra i livelli circolanti di
EPC, valutati mediante citofluorimetria, e lo spessore carotideo medio-intimale (CIMT), l'estensione del circolo colla-
terale coronarico e la funzione endoteliale, suggerendo I'importanza di queste cellule come potenziali biomarcatori di
rischio cardiovascolare indipendente (48-49).

A conferma del ruolo protettivo indiretto delle EPC sul sistema cardiovascolare, una riduzione del loro numero é stata
associata ad un aumento di incidenza di eventi cardiovascolari in diverse popolazioni, inclusi pazienti con diabete e
sindrome metabolica (49-50). Uno studio condotto da Vasa et al., ha dimostrato che il numero e la funzione delle EPC
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circolanti in pazienti con precedente malattia coronarica risultavano inversamente associate con i fattori di rischio
cardiovascolare (51). Molti studi hanno mostrato che le EPC sono ridotte in numero e appaiono disfunzionali in pazien-
ticon diabete ditipo1e 2. In particolare, sono stati osservati livelli circolanti di EPC del 30-50% piu bassi negli individui
conildiabete, rispetto a soggetti sani di pari eta (52). La deplezione di EPC nel diabete sembra persistere per lungo tem-
po, ed & peggiore nei pazienti con complicanze avanzate del diabete. In uno studio su 51 pazienti con diabete di tipo 2
e 17 controlli sani, i livelli di CD34'KDR' risultavano correlare negativamente con la gravita dell’arteriopatia periferica
(PAD) (53). Inoltre, i pazienti con diabete e PAD mostravano ulteriore compromissione della funzione delle EPC rispetto
ai pazienti senza PAD. Oltre ad una riduzione dei livelli circolanti, il diabete é associato anche ad una disfunzione del-
le EPC. Infatti, uno studio cross-sectional su 74 giovani con diabete di tipo 1 senza complicanze ha messo in evidenza
anomalie della funzione endoteliale, un aumento dello spessore medio intimale e una riduzione della conta di EPC
associati ad alti livelli di marcatori inflammatori e protrombotici (hsCRP, IL-6 ePAI-1), quando confrontati ai controlli
sani (54). Inoltre, ilivelli circolanti delle EPC CD34'KDR' risultano gia ridotti in giovani soggetti con diabete di tipo 1,
quando confrontati ai controlli sani, soprattutto in quelli con controllo glicemico subottimale, una lunga durata di
malattia e la presenza di segni iniziali di macroangiopatia (55). Questo conferma come anomalie dei meccanismi di
riparazione endoteliale siano gia comuni in giovani adulti con diabete di tipo 1 prima dello sviluppo di un danno va-
scolare clinicamente manifesto. Infine, suggerisce la possibilita di utilizzare la riduzione dei livelli circolanti di EPC
come un potenziale nuovo approccio per identificare le persone con diabete a rischio di malattie cardiovascolari fin
dalla giovane eta.

EPCS E COMPLICANZE MICROVASCOLARI DEL DIABETE

Le complicanze microvascolari del diabete comprendono la retinopatia, la nefropatia e la neuropatia diabetica. Esse
si sviluppano come conseguenza di danni strutturali e funzionali alla microcircolazione degli organi bersaglio. Le
caratteristiche morfologiche tipiche includono ispessimento della membrana basale dei piccoli vasi, perdita di co-
pertura pericitica, rarefazione capillare, eccesso di deposizione dei componenti della matrice extracellulare (ECM)
con conseguente ridotta perfusione, alterazioni atrofiche e fibrosi (56). Tali complicanze possono interferire in modo
significativo con la qualita di vita dei pazienti e contribuire alla maggiore morbilita e alla mortalita dei pazienti con
diabete. Il diabete di tipo 2, infatti, e la principale causa di cecita e di amputazione non traumatica nel mondo. Anche
se la patogenesi delle anomalie vascolari dipende largamente da un danno intracellulare innescato dall'iperglicemia e
dallo stress ossidativo, la compromissione dei processi di riparazione endoteliale nel diabete, soprattutto attraverso la
diminuzione dei pool e della migrazione di cellule rigenerative vascolari di derivazione midollare, potrebbe giocare un
ruolo importante nello sviluppo delle microangiopatie diabetiche (2). In uno studio osservazionale prospettico su una
coorte di 187 pazienti affetti da diabete di tipo 2 seguiti per circa 4 anni, i soggetti con retinopatia o neuropatia, cosi
come quelli con aterosclerosi asintomatica, mostravano livelli pit bassi di EPC CD34* (precursori indifferenziati delle
EPC) e di CD133'KDR* rispetto a quelli senza complicanze (57). Inoltre, indipendentemente da fattori confondenti quali
leta, il sesso, il livello di HbA1c e la durata del diabete, bassi livelli delle cellule CD34* risultavano fattori predittivi
indipendenti di esordio o della progressione della nefropatia, della retinopatia e della microangiopatia diabetica (57).
Anche nel diabete di tipo 1 di lunga durata, i livelli circolanti di EPC sembrano correlare con il grado di complicanze,
come mostrato nello studio sui pazienti con diabete di tipo 1 da almeno 50 anni, definiti come medalists del Joslin Dia-
betes Center (58). I medalists del Joslin Diabetes Center senza complicanze legate al diabete presentano infatti livelli
normali di EPC circolanti, suggerendo quindi un importante ruolo dei livelli di EPC nello sviluppo delle complicanze
microvascolari del diabete.

EPC e retinopatia diabetica
Liperglicemia altera la microcircolazione retinica provocando un aumento della permeabilita capillare, fuoriuscita
di proteine dai vasi e una progressiva riduzione del flusso sanguigno nella retina. L'ischemia retinica e il rilascio di
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Figura3 @ Condizioniassociate ad una riduzione o ad un aumento dei livelli circolanti di EPC nel diabete
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Abbreviazioni: DE, disfunzione erettile; DPP-4i, inibitori della dipeptidil-peptidasi 4; DSF, disfunzione sessuale femminile; GLP-1RA,
analoghirecettoriali del glucagon-like peptide 1; SGLT-2i, inibitori del cotrasportatore di sodio-glucosio 2.

fattori angiogenici stimolano la formazione di nuovi vasi sanguigni e microaneurismi, con sviluppo e progressione
della retinopatia diabetica (59). In condizioni di ipossia, le cellule retiniche rilasciano fattori neurotrofici che possono
stimolare la mobilizzazione delle EPC e potenziano le loro caratteristiche angiogeniche (60). In uno studio osservazio-
nale prospettico su pazienti con diabete di tipo 2 e PAD, la presenza di retinopatia avanzata o proliferativa era associate
ad un maggior numero di cellule KDR* e ad un pitt alto potenziale clonogenico delle EPC in vitro (61). Allo stesso modo,
Asnaghi et al. hanno messo in evidenza che le EPC di pazienti con diabete di tipo 1 con retinopatia proliferativa pre-
sentavano un maggiore potenziale clonogenico (62). Da queste premesse sembra che il ruolo delle EPCs sia diversificato
nelle varie fasi della retinopatia diabetica, differendo notevolmente dalle altre complicanze del diabete. Leccesso di
EPC potrebbe contribuire ai processi di angiogenesi retinica patologica, come gia mostrato in modelli sperimentali
(Fig. 3). Questa diversa risposta delle EPC, che si osserva in corso di retinopatia diabetica proliferante e che differisce
dalle altre complicanze, é denominata “paradosso diabetico”. Questo “paradosso” potrebbe complicare ulteriormente
il possibile utilizzo delle EPC quali marcatori di rischio cardiovascolare nel diabete (61). Sono necessari studi pitt ampi
e di pitt lunga durata per meglio definire il ruolo delle EPC nella retinopatia avanzata.

EPC e nefropatia diabetica

Il diabete & una delle principali cause di insufficienza renale, che a sua volta costituisce un fattore prognostico sfa-
vorevole per eventi cardiovascolari (63). Pazienti con insufficienza renale cronica presentano una riduzione dei livelli
circolanti di EPC (64), sebbene non siano stati condotti studi specifici in pazienti con malattiarenale cronica diabetica.
Se daunlato non sono state evidenziate alterazioni nelle colture cellulari delle EPC di pazienti con diabete di tipo 1 con
nefropatia rispetto a quelli senza (65), Dessapt et al. hanno trovato livelli piu bassi di CD34* e CD34*CD133* in pazienti
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con microalbuminuria rispetto a quelli senza (66). Infine, il trapianto di rene sembra in grado di ripristinare il pool di
EPC endogene, dotate di maggiori proprieta angiogeniche (67). Infatti, le cellule renali sono disposte a produrre l'eri-
tropoietina (EPO) e la dimetil arginina asimmetrica (ADMA) che possono influenzare i livelli di EPCs. Nei pazienti con
malattia renale cronica, in particolare, '’ADMA si accumula e inibisce eNOS, riducendo cosi la biodisponibilita di NO e
di conseguenza la mobilizzazione e la funzione delle EPC (68). Inoltre, nei pazienti con danno renale cronico, vi € una
ridotta biodisponibilita di EPO che a sua volta riduce il numero e la funzione delle EPC (68). Inoltre, il fenotipo CD34*
é risultato predittivo di progressione di albuminuria nel diabete di tipo 2 (69). Tali cellule potrebbero avere un ruolo
nel rallentare la progressione della nefropatia diabetica e il loro livello puo rappresentare un marker prognostico per la
progressione di questa complicanza (69). La relazione tra sviluppo di nefropatia diabetica ed alterazioni nel numero di
EPC necessita di ulteriori studi nel futuro.

EPC e neuropatia diabetica

Nella neuropatia diabetica, I'iperglicemia impatta negativamente sulle cellule neurali causando una microangiopatia
dei vasa nervorum. Le EPC sembrano svolgere un ruolo importante nell'omeostasi del microcircolo nei neuroni e nei
nervi e il loro esaurimento o la loro disfunzione potrebbe accelerare la progressione della neuropatia diabetica. Non
sono noti, al momento, studi clinici che hanno valutato la relazione tra EPC e neuropatia diabetica. Naruse et al. han-
no dimostrato come l'iniezione intramuscolare di EPC derivate dal sangue del cordone ombelicale umano migliorava il
supporto vascolare nervoso, ripristinando la velocita di conduzione del nervo sciatico e il flusso sanguigno in modelli
murini con diabete di tipo 1 (70). Nella sindrome del piede diabetico, che ¢ una complicanza tardiva del diabete, si os-
serva una riduzione della sintesi locale di VEGF e disfunzione endoteliale (71). Questi cambiamenti possono contribu-
ire ad una risposta angiogenica anomala. Langiogenesi compromessa porta all'ischemia tissutale. Una conseguenza
dell'ischemia di lunga durata é lo sviluppo di ferite che non guariscono e nei casi pitt gravi necrosi, per i quali I'unica
terapia efficace e 'amputazione (71). Questa é un’area di notevole interesse, tenuto conto che un approccio terapeutico
con EPC potrebbe rappresentare un potenziale trattamento per la neuropatia diabetica (70, 72), che attualmente € una
condizione molto disabilitante a lungo termine.

EPC E SESSUALITA

EPC e disfunzioni sessuali femminili

Secondo la definizione dell’'Organizzazione Mondiale della Sanita (OMS) il benessere sessuale e uno stato di benes-
sere fisico, emotivo, mentale e sociale in relazione alla vita sessuale (73). La sessualita nelle persone con diabete puo
essere interessata da problematiche o vere e proprie disfunzioni che ricadono sulla salute e sul benessere psichico
del singolo individuo e della coppia. Le disfunzioni sessuali femminili (DSF) costituiscono un gruppo eterogeneo di
disordini, caratterizzati da un disturbo clinicamente significativo che puo verificarsi in una o pit fasi della risposta
sessuale nella donna. Il diabete, soprattutto quando non ben compensato ed associato ad altri fattori di rischio,
sembra impattare negativamente sulla funzione sessuale femminile, influenzando significativamente la qualita
della vita delle donne affette (74). Diverse evidenze scientifiche riportano una pit alta prevalenza di DSF nelle donne
con diabete rispetto alle donne sane. Di recente e stata messa in evidenza una riduzione dei livelli circolanti di EPC
associata ad una peggiore funzione sessuale durante le tre fasi del ciclo mestruale in un gruppo di giovani donne con
diabete di tipo 1, quando confrontate a donne di pari eta sane (75). In particolare, livelli significativamente piu bassi
di cellule CD34* e CD34*CD133* nella fase ovulatoria e di cellule CD34*KDR* nella fase ovulatoria e nella fase luteinica
sono state osservate nelle donne diabetiche rispetto al gruppo di controllo, suggerendo che la mobilizzazione ciclica
delle EPC durante il ciclo mestruale che normalmente si osserva nelle donne sane é invece depressa nelle donne con
diabete, anche nel contesto di una normale variazione ciclica degli ormoni ipofisari e ovarici circolanti. Infine, il
numero di EPC risultava predittivo del punteggio finale del Female Sexual Function Index (FSFI), suggerendo per la
prima volta una possibile relazione tra angiogenesi e funzione sessuale nelle giovani donne in eta fertile. Resta da
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chiarire se queste disfunzioni possano essere correlate all'aumento del rischio cardiovascolare delle giovani donne
con diabete di tipo 1 (75).

EPC e disfunzione erettile

La disfunzione erettile (DE) rappresenta la forma piu frequente di disfunzione sessuale maschile ed e definita come
la persistente incapacita di raggiungere o mantenere l'erezione del pene per un rapporto sessuale di successo (76). In
questo contesto i livelli circolanti di EPC potrebbero essere coinvolti nei meccanismi che associano il diabete alla DE, in
quanto la loro diminuzione nel sangue periferico puo rappresentare un segno precoce di disfunzione endoteliale (77).
Soggetti con diabete di tipo 2 e DE presentano, infatti, una ridotta riserva di EPC ed un’alterazione della loro funzione
endoteliale (78). Anche nell'ambito del diabete di tipo 1 sono stati osservati ridotti livelli di EPC in soggetti con DE ri-
spetto a controlli sani di pari sesso ed eta. In particolare, uno studio cross-sectional su 118 pazienti con diabete di tipo
1 ha messo in evidenza una conta significativamente inferiore di cellule CD34'KDR*CD133* nei pazienti con DE rispetto
a pazienti diabetici di pari eta senza DE (79). Inoltre, i livelli circolanti di EPC CD34'KDR* e di quelle CD34*KDR*CD133*
mostravano una correlazione positiva con i livelli di testosterone e lo score totale dell'lIEF-5, suggerendo che i livelli
circolanti di queste cellule possono avere un ruolo importante nella funzione sessuale maschile nel diabete di tipo1ed
un loro basso livello possa essere espressione di lesione endoteliale precoce. Inoltre, sia gli studi clinici che quelli pre-
clinici suggeriscono che gli androgeni regolano la funzione endoteliale e svolgono un ruolo importante nello sviluppo
e maturazione delle EPC (80). La correlazione positiva tra i livelli di testosterone e le EPC dimostrata in questo studio
puo fornire un’ulteriore prova del coinvolgimento degli androgeni nel mantenimento della funzione endoteliale e nel
meccanismo di riparazione vascolare, ma sono necessarie ulteriori ricerche per comprendere i meccanismi con cui il
testosterone regola l'omeostasi vascolare.

CONTROLLO GLICEMICO E TERAPIA DEL DIABETE

E ormai noto che per prevenire le complicanze micro e macrovascolari, un controllo glicemico ottimale é assolutamen-
te necessario e auspicabile nei pazienti con diabete (81). L'iperglicemia & un importante fattore di rischio per disfunzio-
ne endoteliale e per lo sviluppo di aterosclerosi (82). Tuttavia, i primi segni di disfunzione endoteliale possono iniziare
gia nelle prime fasi della patologia, in pazienti con normale glicemia a digiuno ma ridotta tolleranza ai carboidrati.
Infatti, lariduzione dei livelli circolanti di CD34* (il fenotipo pit “precoce” di EPC) e di CD34*KDR* é stata dimostrata gia
in fase precoce nella storia naturale del diabete in soggetti con ridotta tolleranza ai carboidrati sottoposti ad un carico
orale con 75 g di glucosio (OGTT) (83). Inoltre, I'esposizione prolungata e ripetuta ad alti livelli di glicemia dopo 1 ora
dal pasto costituisce un fattore di rischio per la progressione di placche ateromasiche e malattia cardiovascolare (84).
Lo stato di inflammazione e di scarso compenso glicemico indotto dall'iperglicemia, soprattutto se per lungo tempo,
possono influenzare negativamente la salute dell’endotelio, determinando cosi un aumento del rischio di malattia
cardiovascolare (22).

In particolare, una correlazione inversa tra i valori di glicemia o HbA1c e i livelli di EPC é stata osservata nei pazienti
con diabete (85). Allo stesso tempo, diversi studi, in prevalenza osservazionali, hanno mostrato che un miglioramento
del controllo glicemico era associato ad un incremento dei progenitori cellulari. Il miglioramento dei valori glicemici
puo addirittura riportare i livelli di EPC verso i valori normali, purché venga effettuato in maniera costante per al-
meno 6 mesi (86). In particolare, il miglioramento del controllo glicemico in vivo risultava associato ad un aumento
dei livelli di EPC e ad un miglioramento della loro funzionalita, con una forte correlazione tra diminuzione di HbA1C
e miglioramento della capacita funzionale (87). Questi risultati sono stati confermati in uno studio osservazionale
longitudinale su 190 bambini con diabete di tipo 1 e 34 controlli sani, in cui la riduzione dei livelli di HbA1c correlava
con l'aumento delle EPC (55). Tuttavia, al fine di prevenire il danno vascolare, € importante non solo ridurre i livelli di
HbA1c, ma anche prevenire e migliorare la variabilita glicemica che é espressione dell'andamento delle medie della
glicemia, in termini di frequenza ed ampiezza delle relative oscillazioni. In uno studio osservazionale prospettico di
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6 mesi condotto su 106 pazienti con diabete di tipo 1, 'uso della terapia insulinica intensiva mediante microinfusore,
risultava associata ad una riduzione dei principali indici di variabilita glicemica e ad un aumento dei livelli di EPC,
rispetto alla terapia insulinica multi-iniettiva (88). Il miglioramento dei principali indici di variabilita glicemica,
testimoniato da una riduzione del MAGE e della deviazione standard, e 'aumento dei livelli circolanti di cellule EPC &
stato ulteriormente confermato nel follow-up di 2 anni nella stessa casistica di pazienti (89). Lottimizzazione della ge-
stione clinica del controllo glicemico e dei principali indici di variabilita glicemica nei pazienti con diabete costituisce
il primo passo per salvaguardare la salute endoteliale e migliorare il numero e il potenziale angiogenico delle EPC (90).

Metformina e EPC

Secondo le linee guida nazionali ed internazionali, la metformina costituisce il farmaco di prima scelta per il tratta-
mento del diabete di tipo 2. Il suo uso & stato associato ad un miglioramento del controllo glicemico e dei livelli circo-
lanti di progenitori endoteliali. In uno studio su 47 pazienti con diabete di tipo 2, I'uso di metformina e glicazide era
associato ad un miglioramento nel numero e nella funzione delle EPC circolanti CD45 CD34*VEGFR2* (91). Tale reperto
é stato ulteriormente confermato anche in soggetti con diabete di nuova diagnosi, in cui l'uso della metformina per
16 settimane induceva un notevole aumento dello stesso fenotipo di EPC (92). Infine, un trattamento volto a correggere
pit fattori di rischio cardiovascolare comprendente metformina, statine, aspirina e bloccanti del recettore dell’'angio-
tensina per 9o giorni si e dimostrato efficace nel determinare un aumento del numero di EPC rispetto ai soggetti non
sottoposti a terapia (93). Diversi meccanismi potrebbero essere alla base delle proprieta positive della metformina sul
numero e la funzionalita delle EPC: in primis 'aumento della produzione e della biodisponibilita di NO. I pazienti con
diabete hanno una ridotta espressione di eNOS e un ridotto rilascio di NO (94). Aumentare la biodisponibilita di NO
puo migliorare la sopravvivenza e la funzione delle EPC (94). In uno studio di Chakraborty et al., il trattamento con
metformina in una casistica di pazienti affetti da diabete di tipo 2 mostrava un aumento del livello di NO (95). Inoltre,
la metformina sembra ridurre lo stress ossidativo. Quest’ultimo gioca un ruolo importante nella regolazione della so-
pravvivenza delle EPC. Le EPC di soggetti sani mostrano, infatti, una maggiore espressione degli enzimi antiossidanti
intracellulari quali catalasi, glutatione perossidasi e superossido dismutasi rispetto alle EPC di pazienti con diabete
(96). Questo suggerisce che le EPC nei pazienti diabetici siano pit suscettibili allo stress ossidativo (96). E stato dimo-
strato che la metformina riduce i marcatori dello stress ossidativo nei pazienti con diabete di tipo 2 (97).

Sulfaniluree ed EPC

Le sulfaniluree sono agenti ipoglicemizzanti molto efficaci, ampiamente utilizzati nel passato per i pazienti con dia-
bete di tipo 2, tuttavia, sono associate ad aumentato rischio di ipoglicemie. Pochi studi hanno valutato l'effetto del
trattamento con sulfaniluree sulle EPC circolanti. Uno studio condotto su 33 soggetti con diabete di tipo 2 di nuova
diagnosi, in seguito a trattamento con gliclazide per 12 settimane ha rilevato un significativo aumento del numero di
EPC circolanti (CD45CD34*VECFR2*). Non é chiaro se questo sia un effetto diretto del farmaco o solo una conseguenza
del miglioramento del controllo glicemico (98).

Pioglitazone ed EPC

Il trattamento con I'agonista recettoriale PPAR-y pioglitazione, appartenente alla classe dei tiazolidinedioni, pué mo-
dulare l'espressione di diversi geni, coinvolti nei processi di gluco- e lipotossicita (99). In un modello murino di diabete
di tipo 2, il trattamento con pioglitazone sembra aumentare le EPC circolanti, diminuire 'apoptosi delle EPC in vitro
e aumentare la neoangiogenesi (100). Negli studi clinici l'uso del pioglitazione risulta piu efficace della metformina
nell'aumentare i livelli di EPC, in particolare il fenotipo CD34*VECFR2", e la loro migrazione dopo due mesi di tratta-
mento, un effetto questo probabilmente indipendente dal controllo glicemico (101). Inoltre, in uno studio condotto su
14 soggetti con ridotta tolleranza al glucosio il pioglitazone ha mostrato di migliorare la vitalita delle EPC in vitro (102).
Leffetto benefico del pioglitazone sulle EPC puo dipendere in parte dall’aumentata produzione di NO (103). Inoltre,
l'attivazione di PPAR-y induce la riprogrammazione dei macrofagi verso il fenotipo anti-infiammatorio, favorendo
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cosi la mobilizzazione di cellule staminali ed EPC nel torrente circolatorio (104-105). E stato inoltre dimostrato che il
trattamento con pioglitazone aumenta l'adiponectina che ha effetti antinfiammatori (106), aumenta l'attivita delle
telomerasi, le proteine stabilizzanti i telomeri e riduce I'espressione dei markers di senescenza delle EPC (107).

Incretine ed EPC

La classe delle incretine é ampiamente utilizzata per il trattamento del diabete di tipo 2. Essa comprende gli ana-
loghi recettoriali del CLP-1 (GLP-1RA) e gli inibitori della dipeptidil-peptidasi-4 (DPP-4i). Un esiguo numero di studi
ha dimostrato l'abilita di alcuni DPP-4i di aumentare i livelli di progenitori cellulare in soggetti con diabete. In
particolare, sitagliptin e vildagliptin sono risultati piu efficaci di glimepiride e glibenclamide, rispettivamente, nel
migliorare i livelli delle EPC, aumentando l'espressione della CXCL12, chemochina utile nei meccanismi di recluta-
mento delle EPC (108-109). Inoltre, la combinazione terapeutica di saxagliptin e metformina é risultata associata ad
un aumento funzionale delle EPC circolanti CD34* ed un miglioramento dei parametri metabolici, della funzione
renale, della rigidita arteriosa e della pressione arteriosa sistolica in una casistica di 21 pazienti con diabete di tipo
2 (110). Per quanto riguarda gli effetti dei GLP-1RA sulla salute endoteliale, i dati sono ancora limitati, ma molto
promettenti. In esperimenti in vitro, il trattamento con GLP-1 sembra migliorare la capacita di proliferazione e dif-
ferenziazione dei fenotipi di EPC CD34*CD133*, CD133*VEGFR2* e CD34*VECFR2* (111). Inoltre, la somministrazione
del GLP-1 sembra ridurre la senescenza delle cellule endoteliali indotta da specie reattive dell’'ossigeno (112). Negli
uomini, la terapia con dulaglutide per 12 settimane apportava un miglioramento nel numero e nella funzione delle
EPC CD34*CD133*VECGFR2" rispetto alla sola metformina, in un trial condotto su 60 pazienti con diabete di tipo 2 (113).
Gli effetti benefici dei GLP-1RA sulle EPC rispetto alla metformina, é confermato anche da un recente studio cross-
sectional condotto su 154 soggetti con diabete di tipo 2 in cui gli individui trattati con liraglutide o dulaglutide da
almeno 12 mesi mostravano un maggiore numero dei fenotipi di EPC CD34*CD133*, CD133*KDR", e CD34'CD133'KDR*
rispetto a quelli trattati con metformina (114). Inoltre, il numero delle cellule CD34*CD133*KDR* risultava fattore pre-
dittivo indipendente di score piu alti ai test cognitivi (114). Diversi meccanismi possono essere coinvolti negli effetti
benefici dei CLP-1RA e DPP-4i sul numero e la funzione delle EPC. Il CLP-1 sembra stimolare la produzione di NO,
ridurre i pathway infiammatori e migliorare lo stress ossidativo (115). La somministrazione di GLP-1RA durante un
pasto in soggetti con diabete di tipo 2 ha ridotto i principali marcatori di stress ossidativo (116). Tali proprieta antin-
fiammatorie e antiossidanti degli agonisti del GLP-1 e degli inibitori della DPP-4 possono contribuire ad aumentare
la sopravvivenza e la funzione delle EPC.

SGLT-2i ed EPC

Gli inibitori del cotrasportatore sodio glucosio (SGLT-2i) sono farmaci innovativi per il miglioramento del controllo gli-
cemico, promuovendo l'escrezione urinaria di glucosio. SCLT-2 e espresso soprattutto a livello renale. Le evidenze sugli
effetti degli SGLT-2i sulle EPC sono ancora molto limitate. Il trattamento con SCLT-2 per almeno 6 mesi comporta un
miglioramento del controllo glicemico ed un aumento dei livelli di EPC, potenziando l'espressione di aldeide deidroge-
nasi, enzima dotato di proprieta benefica sui vasi (117). Ad ogni modo le evidenze sono ancora esigue e i meccanismi
ancora poco conosciuti (118).

Insulina ed EPC

Linsulina costituisce il farmaco di scelta nel diabete di tipo 1 e una delle strategie terapeutiche nel diabete di tipo 2.
Gli effetti dell'insulina sulle EPC derivano soprattutto da studi preclinici e alcuni studi clinici, e sono alquanto con-
trastanti. Il trattamento con insulina in modelli animali con diabete di tipo 1 era associato ad un miglioramento della
mobilizzazione e della funzione delle EPC (119). Tuttavia, la somministrazione di insulina in modelli murini non
mostrava alcun effetto sulla produzione e mobilizzazione di EPC dal midollo osseo (120). Studi in vitro hanno riportato
che le EPC CD34*VECGFR2", isolate da sangue periferico di soggetti con diabete di tipo 2, trattate per 6 giorni con insuli-
na mostravano un aumento della mobilizzazione, della produzione di NO e della capacita di formare colonie (121-122).
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Inoltre, la terapia con insulina glargine o insulina NPH per 4 mesi aumentava significativamente la differenziazione
ex vivo delle EPC nei pazienti con diabete di tipo 2, rispetto al trattamento ipoglicemizzante orale (123). Linsulina po-
trebbe avere effetti benefici sulle EPC, stimolando la produzione di NO, migliorando i markers di stress ossidativo e il
controllo glicemico dei pazienti con diabete (124).

CONCLUSIONI

Il diabete e una patologia metabolica cronica associata ad un aumentato rischio cardiovascolare. Lo stato di cronica (o
persistente) iperglicemia induce 'espressione di molte chemochine e interleuchine infiammatorie, aumenta la produ-
zione di specie reattive dell’'ossigeno, riduce la disponibilita di NO, risultando in uno stato di disfunzione endoteliale a
livello vascolare. L'alterazione dell'omeostasi endoteliale, in cui i meccanismi di danno non sono adeguatamente com-
pensati dall’attivazione dei processi di riparo sembrano giocare un ruolo importante nello sviluppo delle complicanze
del diabete. Le EPC sono cellule di derivazione ossea deputate al mantenimento della salute endoteliale, vasculogenesi
e riparo endoteliale. Soggetti con diabete di tipo 1 e 2 presentano ridotti livelli di EPC e alterazioni nella loro funzione.
In questo contesto, le EPC potrebbero avere un ruolo patogenetico nello sviluppo delle complicanze micro e mascova-
scolari, cosl come nelle disfunzioni sessuali nel diabete. Il miglioramento del controllo glicemico e della variabilita
glicemica sembrano impattare positivamente sul numero e la funzionalita delle EPC. Molti farmaci normalmente
usati nella terapia del diabete sembrano capaci di migliorare il numero e/o la funzionalita delle EPC. Ulteriori studi
clinici di maggiore durata e su casistiche pitt ampie sono necessari per meglio esaminare i meccanismi di legame tra
salute endoteliale e diabete mellito.
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Diabete mellito dopo
trattamento con ocrelizumab
per sclerosi multipla
primariamente progressivae
Diabetes mellitus after ocrelizumab
treatment for primary progressive
multiple sclerosis

ABSTRACT

Objectives: immune reconstitution therapies, which include anti-
body-based cell-depleting therapies targeting CD2o+ (ocrelizumab,
ofatumumab) or CD52+ (alemtuzumab) leukocytes, are approved for
the treatment of multiple sclerosis. Autoimmune thyroid disease is
the most common adverse effect of treatment with alemtuzumab, but
some cases of autoimmune diabetes have been reported. To date, dia-
betes mellitus has not been reported after CDzo-targeting monoclonal
antibodies therapy.

Case Report: a 41-year-old man with primary progressive multiple
sclerosis was diagnosed with diabetes mellitus six months following
the first ocrelizumab infusion. He experienced polyuria and polydip-
sia, but not other symptoms as visual loss or weight loss. We started a
basal-bolus insulin therapy, with progressive and relatively rapid im-
provement of glycemic control. To note, C-peptide resulted indicative
of a preserved beta-cell activity and autoantibodies were negative. To
present date, the patient reached an excellent control with metformin.
Conclusions: thisisthe first case of diabetes mellitus reported after
ocrelizumab administration. The timing of onset and course are sim-
ilar to alemtuzumab-induced autoimmune diseases, usually inter-
preted as an “immune reconstitution syndrome”; however, ocrelizum-
ab cell count depletion appears inferior in duration and cell population
affected. This case suggests the need for screening and follow-up of
glycemic status in patients treated with ocrelizumab.
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As a novel therapeutic antibody, further investigation is required to
elucidate the correlation between hyperglycemia and ocrelizumab.
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INTRODUZIONE

La Sclerosi Multipla (SM) é una malattia infiammatoria
cronica, neurodegenerativa demielinizzante del sistema
nervoso centrale, dovuta a una disregolazione della ri-
sposta immunitaria adattativa (1).

Lo sviluppo delle terapie di immunoricostituzione ne ha
profondamente cambiato la storia clinica. Il meccani-
smo d’azione delle terapie di ricostituzione immunitaria
prevede l'eliminazione del repertorio immunitario pato-
genico del paziente attraverso un’immunosoppressione
intensa e di breve durata con deplezione dei linfociti, e
successivamente la ricostituzione di un nuovo sistema
immunitario, al fine di ristabilirne una corretta tolle-
ranza (1).

Queste includono, tra gli altri, farmaci a base di anti-
corpi monoclonali diretti contro leucociti che esprimono
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sulla loro superficie CD20+ (ocrelizumab, ofatumumab) o
CDs2+ (alemtuzumab). Dopo il trattamento con alemtu-
zumab, circa il 34-41% dei pazienti sviluppa una sindrome
da ricostituzione immunitaria, con comparsa di disordi-
ni autoimmuni. La ghiandola endocrina maggiormente
interessata @ la tiroide, e la manifestazione autoimmune
pit frequente é il Morbo di Basedow (2-3).

Ocrelizumab é un anticorpo umanizzato di seconda ge-
nerazione diretto contro l'antigene CD20, approvato per
il trattamento dei pazienti adulti affetti da SM prima-
riamente progressiva (1-4). La somministrazione avviene
per via endovenosa, alla posologia di 600 mg, ogni 24 set-
timane.

Le pitt comuni reazioni avverse dovute alla somministra-
zione di ocrelizumab sono reazioni correlate all'infusio-
ne, motivo per cui i pazienti vengono premedicati con
metilprednisolone e antistaminico. Altri eventi riportati
pit di frequente sono le infezioni delle vie aeree superiori
e delle vie urinarie, piti raramente infezioni opportuni-
stiche e leucoencefalopatia multifocale progressiva (4). A
oggi, il diabete mellito non é stato riportato tra gli effetti
collaterali dei pazienti trattati con anticorpi monoclona-
li diretti contro CD2o0.

In questo articolo descriviamo un caso di diabete mellito
scompensato, diagnosticato dopo la somministrazione
di ocrelizumab, con rapido miglioramento.

CASO CLINICO

Un uomo di 41 anni, di origine albanese, ha ricevuto dia-
gnosi di sclerosi multipla primariamente progressiva nel

2019, esordita con paraparesi ingravescente.

Decorso clinico. Dal punto di vista anamnestico, la madre era
affetta da tiroidite di Hashimoto e non vi era storia familiare di dia-
bete mellito o patologie cardio-cerebrovascolari. Non fumatore, as-
sunzione solo occasionale di alcolici, in trattamento con lamivudina
per epatite B cronica e baclofene per la gestione dei sintomi neuro-
logici.

In sequito al riscontro radiologico di malattia attiva alla risonanza
magnetica e alla progressione della sintomatologia neurologica, nel
luglio zo21 e stato avviato il trattamento con ocrelizumab.

Nel gennaio 2022, in occasione degli esami di controllo precedenti la
seconda somministrazione di ocrelizumab, l'esame delle urine ha evi-
denziato glicosuria (>1000 mg/dl) e proteinuria, in assenza di chetonu-
ria. Sequiva un prelievo per HbAtc, che evidenziava un diabete mellito

214

francamente scompensato. E stata pertanto richiesta una consulen-
za diabetologica presso la nostra Unita. Alla nostra osservazione il
paziente presentava pressione arteriosa e frequenza cardiaca nella
norma (135/80 mmHg, 70 bpm), con un BMI di 24,6 kg/m>. Lesame
obiettivo risultava negativo per elementi di rilievo. Riferiva poliuria e
polidipsia nelle settimane precedenti, ma negava altri sintomi come
calo ponderale e riduzione del visus.

Sono stati pertanto richiesti ulteriori esami per valutarne lo status
endocrino-metabolico e autoimmunitario, riassunti schematicamen-
te in Tabella 1. Lautoimmunita é risultata negativa, con C-peptide
conservato (2.7 ng/ml). Indagando gli esiti di analisi precedenti, si ri-
scontravano due valori suggestivi di alterata glicemia a digiuno, il pri-
mo nel 2009 e il secondo nel 2019; non vi erano pero riscontri glicemici
alterati pitl recenti.

In considerazione dello scompenso glicemico ¢ stato raccomandato
uno stretto monitoraggio con glicemia capillare (4-5 stick/giorno) e
avvio di terapia insulinica con schema basal-bolus: nello specifico
glargine U-100 26 UL, glulisina 10 UI prima di colazione, 12 Ul a pran-
zo e 10 Ul a cena. E stato educato alla gestione di un algoritmo per la
titolazione dell'insulina rapida secondo lo schema GesTIO (). Nelle
settimane successive il paziente e stato sequito in telemedicina: con
cadenza settimanale/bisettimanale inviava il diario glicemico e, in
base aivaloririscontrati, venivano suggerite le modifiche da apportare
fino alla successiva rivalutazione.

11 miglioramento del compenso glicemico é stato progressivo e rela-
tivamente rapido. I valori glicemici si mostravano mediamente piil
elevati al risveglio, con riduzione durante la giornata. Da un impor-
tante fabbisogno insulinico di 58 UI totali della prima osservazione
(0.75 U/Kg), e stato regolarmente ridotto: 43 UI (0.56 Ul/kg) dopo 2
settimane, 36 UI (0.47 Ul/kg) dopo un mese, 24 UI (031 Ul/kg) alla
sesta settimana.

Successivamente glulisina e stata interrotta, glargine U-100 ridotta a
12 Ul ed ¢ stata introdotta terapia con metformina, alla posologia di
500 mg due volte al giorno. Quattro mesi dopo la prima visita, si so-
spendeva anche la somministrazione di glargine.

Allultima visita diabetologica del giugno 2022 il paziente aveva man-
tenuto un eccellente compenso glicemico (HbAic 5,9%) con metfor-
mina 500 mg due volte al giorno. Nell'anno successivo, alle successive
rivalutazioni neurologiche pre-infusione, si confermava l'ottimo com-
penso.

DISCUSSIONE

Il presente caso clinico presenta alcuni aspetti peculiari.
11 paziente affetto da patologia autoimmunitaria é stato
ricoverato per un franco scompenso glicemico dopo sei
mesi dalla prima somministrazione di ocrelizumab, con



sintomi tipici, in assenza di chetonemia o chetonuria.
Ha richiesto il trattamento con un fabbisogno insulinico
non indifferente; successivamente, ¢ diventato asinto-
matico e il diabete e stato adeguatamente controllato con
metformina.

Il paziente riportava familiarita per autoimmunita, con
la tiroidite cronica linfocitaria della madre. Vi erano
stati precedenti riscontri di glicemia alterata a digiu-
no tredici e due anni prima, che non era stata ulterior-
mente indagata. Cli esami bioumorali hanno mostrato
una funzione beta-cellulare conservata, senza evidenza
di malattia endocrina autoimmune: risultati negativi
infatti autoanticorpi anti-CAD, anti-IA2, anti-insula
pancreatica, anti-recettore del TSH (TRAb), anti-tireoglo-
bulina, anti-tireoperossidasi, anti-surrene, APCA, anti-
transglutaminasi.

Lesordio e il decorso della malattia diabetica in questo
paziente ricalcano in maniera importante le modalita
riportate in un altro caso clinico, in cui la patologia en-
docrinologica che si presentava dopo sei mesi dalla prima
somministrazione di ocrelizumab era il morbo di Base-
dow (6). In quell'occasione, pero, 'autommunita tiroi-
dea era risultata positiva per TRAD, e I'ipertiroidismo si
é risolto spontaneamente senza necessita di terapia con
farmaci antitiroidei. Come per il nostro paziente, le suc-
cessive somministrazioni del farmaco non hanno deter-
minato riesacerbazione della matattia.

Le ipotesi che e possibile formulare sono due, di senso op-
posto: un preesistente diabete, insorto casualmente pri-
ma o durante terapia con ocrelizumab e mitigato dal trat-
tamento stesso; oppure, un diabete indotto dal farmaco.
Indagando la prima ipotesi, € noto che I'incidenza di dia-
bete mellito di tipo 1 (DMT1) é aumentata nei pazienti af-
fetti da SM (7) mentre meno chiara risulta l'associazione
con il diabete mellito di tipo 2 (DMT2) (8-9).

Non disponiamo di misurazioni della glicemia imme-
diatamente precedenti la somministrazione di ocrelizu-
mab, pertanto non e del tutto inverosimile che il pazien-
te potesse gia aver sviluppato il diabete, resosi manifesto
dopo l'infusione del farmaco, tanto piit considerando l'al-
terata glicemia a digiuno.

Un altro anticorpo monoclonale anti-CD2o, rituximab, &
stato oggetto di interesse per il trattamento di varie for-
me di diabete mellito. Un trial di fase II aveva evidenzia-
to una preservazione a breve termine della funzione beta
cellulare nei pazienti affetti da DM1in trattamento con il
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farmaco rispetto al placebo, ma senza modificare in ma-
niera rilevante la storia della malattia (10).

Alcuni case report hanno descritto l'efficacia del tratta-
mento con rituximab in forme severe e refrattarie della
sindrome di Hirata, ottenendo risoluzione delle ipogli-
cemie (11-15). Infine, sempre nell'ambito di case report,
rituximab ha migliorato il controllo glicemico in una
forma rara di diabete, l'insulinoresistenza di tipo B,
condizione caratterizzata dalla presenza di autoanti-
corpi circolanti diretti contro il recettore dell'insulina
(16-17).

In soggetti non affetti da diabete mellito, i dati appaio-
no contrastanti: rituximab non si associa ad alterazioni
della glicemia in pazienti affetti da artrite reumatoide
(18), correlandosi in alcuni studi a un rischio inferiore di
sviluppare diabete rispetto ad altri immunosoppressori
come azatioprina e MMF (19); al contempo, pero, l'iper-
glicemia viene descritta come una reazione avversa nei
pazienti affetti da tumore (20)

In merito a ocrelizumab, vi € un unico case report (21) che
ha mostrato un importante miglioramento del controllo
glicemico con netta riduzione della posologia di insuli-
na pochi mesi dopo l'infusione in una paziente affetta da
SM, con diagnosi di DM1 ventun anni prima. In quell’oc-
casione, pero, si trattava della prima somministrazione
del farmaco; nel nostro caso, della seconda.

Pertanto, si potrebbe ipotizzare che il nostro paziente
fosse gia affetto da diabete mellito, magari una forma
rara, resosi manifesto dopo la prima somministrazione
di ocrelizumab, e successivamente trattato dalla seconda
infusione.

In considerazione della seconda ipotesi, cioe diabete in-
dotto, favorito o slatentizzato dal trattamento con ocre-
lizumab, il meccanismo d’azione alla base potrebbe esse-
re la sindrome da immunoricostituzione.

Come anticipato nell'introduzione, tale sindrome si pre-
senta soprattutto dopo la somministrazione di alemtu-
zumab, un anticorpo monoclonale diretto contro CD52,
una molecola di superficie espressa ad alti livelli in lin-
fociti T e B e meno rappresentata in cellule dell'immu-
nita innata, ma non presente sulle cellule staminali
emopoietiche (HSCs). Dopo la deplezione linfocitaria, le
HSC iniziano un lento ripopolamento, inizialmente ad
opera dilinfociti B, laddove linfociti CD4+ e CD8+ impie-
gano anche anni prima di raggiungere i livelli pre-trat-
tamento. Il ripopolamento avviene a opera di linfociti
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B naive, con prolungata deplezione dei linfociti B della
memoria (22).

Non é perfettamente compreso come i cambiamenti del
repertorio linfocitario possano correlarsi con la compar-
sa di malattie autoimmuni dopo questa breve e intensa
immunosoppressione, ma l'ipotesi pitt probabile é che
sia connesso al recupero sproporzionatamente rapido di
cellule B rispetto alle cellule T, che potrebbe condurre
un’espansione disregolata delle cellule B autoreattive.
Il picco di incidenza di disordini autoimmunitari post
alemtuzumab si ha dopo due-tre anni e, come nel nostro
caso, in un terzo dei casi si ha un miglioramento pro-
gressivo. A oggi, pero, queste condizioni non sono state
riportate in pazienti trattati con anticorpi monoclonali
anti CD2o (22).

In letteratura sono riportati alcuni casi clinici di com-
parsa del DM1 dopo somministrazione di alemtuzumab
(23-24). Nel primo caso, una paziente con riscontro di
positivita anticorpale per gli anti-CAD prima dell’inizio
della terapia ha sviluppato DM1 dopo trenta mesi dalla
prima somministrazione del farmaco (23). Nel secondo
report (24), due pazienti hanno sviluppato DM1 rispetti-
vamente dopo ventisei e ventidue mesi dall'inizio della
terapia con alemtuzumab. Nei tre casi I'esordio é stato
descritto sempre come acuto, accompagnato o preceduto
dallo sviluppo di tiroidite. Non é riportata la posologia
di insulina e se permaneva la necessita di trattamento
sostitutivo; inoltre, non é mai indicato il dosaggio del
C-peptide.

Rituximab e ocrelizumab, invece, agiscono interagendo
con CD20, molecola espressa soprattutto da linfociti B e
dal 5% di linfociti T, inducendo la riduzione della conta
linfocitaria; il numero di linfociti CD4+ e CD8 rimane so-
stanzialmente invariato (22). La successiva ripopolazione
avviene a opera di linfociti B con fenotipo differente ri-
spetto a quello pre-trattamento, principalmente da cel-
lule immature, con minor produzione di citochine proin-
fiammatorie (TNF, IL-6 e CM-CSF) e aumentata di IL-10
(22). In alcuni modelli sperimentali, pero, le cellule mie-
loidi dopo il trattamento con anti-CD20 presentano uno
stato di aumentata attivazione con pattern proinfiam-
matorio; pertanto, una deplezione indiscriminata e non
selettiva dei linfociti B potrebbe determinare la perdita
della loro funzione regolatrice sulle APC mieloidi (25-28).
Secondo tale aspetto, I'ipotesi di immunoricostituzione
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potrebbe rimanere plausibile, ma con un meccanismo
patofisiologico differente.

Non ¢ ancora chiaro se questi aspetti possono essere si-
curamente associati a patologia autoimmune dopo ocre-
lizumab, ma sembrerebbero in parte spiegare l'esacer-
bazione di altre malattie in pazienti in trattamento con
rituximab, come rettocolite ulcerosa e pemfigoide bollo-
50 (29-32).

Confrontando le due ipotesi, per quanto entrambe plau-
sibili, appare pit verosimile l'ipotesi di un diabete melli-
to indotto o slatentizzato da ocrelizumab, piuttosto che
risolto dallo stesso. Le circostanze, ’esordio e il decor-
so della malattia nel nostro paziente, caratterizzata da
esordio tardivo rispetto alla somministrazione del far-
maco, con transitorio scompenso e successivo migliora-
mento spontaneo sono simili a quelle da tiroiditi indotte
da alemtuzumab e al caso clinico sopra riportato di Base-
dow dopo ocrelizumab (2, 6).

Sicuramente, rimangono alcuni dubbi legati a certi
aspetti: gli autoanticorpi sono sempre rimasti negativi,
la sintomatologia e lo scompenso glicemico non si sono
ripresentati dopo ulteriori somministrazioni, non era
noto il quadro metabolico immediatamente precedente
la prima infusione (seppur alcuni riscontri di alterata
glicemia a digiuno).

Da quanto in nostra conoscenza, questo rappresenta il
primo caso di diabete mellito riscontrato dopo l'inizio del
trattamento con ocrelizumab. Come limitazione del no-
stro report, non sono stati dosati gli autoanticorpi anti
Zn-T8, non disponibili presso il nostro laboratorio.

In generale, questo caso suggerisce la necessita di scre-
ening per alterazioni glicemiche prima di ogni som-
ministrazione di ocrelizumab, di modo da identificare
i soggetti a rischio di diabete mellito o con malattia
manifesta, per prevenire un eventuale scompenso glice-
mico.

Una volta identificati, tali pazienti andrebbero monito-
rati con stretto follow-up per valutare il fabbisogno insu-
linico, di modo da evitare l'ipoglicemia dovuta al rapido
miglioramento.

Ovviamente, trattandosi di un farmaco di recente intro-
duzione sono richiesti ulteriori studi e monitoraggi per
verificare e confermare l'associazione con il diabete mel-
lito e, eventualmente, individuarne fattori di rischio e
meccanismi causali.
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ESAMI 02/2009 08/2011 06/2019 01/2021 01/2022 02/2022 05/2022 07/2022 02/2023 08/2023
GB (x10%9/l) 10,1 18.6 7.5 10,0 7.0 14,20 8.8 5.9 8.2
Hb (g/dl) 14,3 13.1 12.9 14,6 15.0 14,4 141 13.8 143
N (x10%9/1) 5.7 15.3 430 6,08 4.25 1,9 5.49 3.01 5.07
L (x1079/l) 3,61 2.25 2.17 3,0 1.94 1,12 236 2.00 2.23
PLT (x1079/l) 280 210 291 308 273 284 308 269 251
Glu (mg/dl) 102 79 110 442 103 120 131
HbA1C (%) 10,1 5.9 5.5 5.6 5.7
HbA1c (mmol/mol) 87 40 37 38 39
C-peptide (ng/ml) 2,7
Glicosuria (mg/dl) o o o >1000 250
Proteinuria (mg/dl) o o o 15 15
Chetonuria (mg/dl) o o o o o
TSH (uUI/ml) 1.20 0,76 1,16 1.86
TRAD (U/I) o 1.92
Anti TPO (negativi se <60 U/ml) 45
Anti TG (negativi se <4,5 U/ml) <13
Anti-surrene Assenti
Anti GAD 65 (U/ml) <5
Anti lA2 (U/ml) o
Anti insula (U/ml) o
Anti TTG (negativi se <7 U/ml) <0.6
APCA Assenti
AST (U/) 44 24 26 33 47 25 32 34 30
ALT (U/1) 68 28 33 45 77 42 28 36 32
GGT (U/1) 77 66 49 69 88 61 30 28
Colesterolo tot (mg/dl) 201 159 193 251 167
HDL (mg/dl) 45 47
Trigliceridi (mg/dl) 143 57 186 121 63
Creatinina (mg/dl) 0,86 0.99 0.68 0,83 0.78 0.73 0,83 0.84 0.76
eGFR (ml/min) 120 104 120 110 12 15 109 108 12
Fattore Reumatoide (U/ml) <10 <10
PCR (mg/dl) 030 0.75
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