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DIABETE DITIPO 1: UN PROBLEMA DI SALUTE PUB-
BLICA

Il diabete di tipo 1 & una malattia cronica al momento
inguaribile, che consegue alla distruzione delle cellule
beta che all'interno delle isole pancreatiche producono
linsulina. La malattia si manifesta clinicamente con
iperglicemia e altre alterazioni metaboliche associate e
richiede a vita la terapia con iniezioni multiple giornalie-
re o infusione continua di insulina. La causa del diabete
di tipo 1 rimane sconosciuta, anche se il meccanismo re-
sponsabile della distruzione delle cellule beta ¢é stato da
tempo identificato come autoimmune (1). L'incidenza,
e conseguentemente la prevalenza, del diabete di tipo 1
sono costantemente cresciute nel corso degli ultimi de-
cenni in Europa (2), Nord America (3) e in tutto il mondo
(4), divenendo oggila malattia cronica piu diffusa dell'in-
fanzia e della adolescenza. Il diabete di tipo 1 rappresenta
pertanto un problema emergente per la salute pubblica,
con richiesta urgente di azioni di sensibilizzazione per
una maggiore conoscenza della malattia e promozione
della ricerca, i cui obiettivi ultimi sono la prevenzione
(in coloro che non ne sono ancora colpiti) e la cura (intesa
come guarigione definitiva nelle persone gia colpite).

RAZIONALE DELLO SCREENING PER IL DIABETE DI
TIPO 1IN FASE PRE-CLINICA
Associazione tra autoanticorpi e diabete di tipo 1
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I programmi di screening per la identificazione dei sog-
getti a rischio rappresentano un passo fondamentale
nella direzione della prevenzione di qualsiasi malattia. Il
processo autoimmune responsabile del diabete di tipo1é
associato alla presenza nel sangue di autoanticorpi, cioe
di immunoglobuline dirette contro antigeni delle cellule
beta pancreatiche, che compaiono in maniera totalmen-
te silente con anni di anticipo rispetto alla sintomatolo-
gia clinica della malattia. Gli autoanticorpi sono pertan-
to dei marcatori presenti nel sangue che, seriscontratiin
assenza di diabete di tipo 1 conclamato, ne possono pre-
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dire un suo possibile sviluppo futuro e quantificarne il
rischio. Cli autoanticorpi specifici per il diabete di tipo 1
ad oggi conosciuti e ben caratterizzati sono quattro: anti-
CAD (GADA), anti-insulina (IAA), anti-IA2 (IA2A) ed anti-
ZnT8 (ZnT8A) (5).

Valore predittivo degli autoanticorpi e stadiazione del
diabete di tipo 1 gia in fase preclinica

Numerosi studi prospettici nel mondo hanno progres-
sivamente consolidato il principio secondo il quale me-
diante lo screening per questi quattro autoanticorpi e
possibile misurare con elevata accuratezza il rischio di
svilupparein futuroil diabete di tipo 1. In sintesi, I'assen-
za di autoanticorpi certifica la sostanziale assenza di ri-
schio, la presenza di uno qualsiasi tra i quattro marcatori
conferisce un rischio intorno al 20% a 10 anni, mentre la
presenza di due o pitt anticorpi si associa ad un rischio di
evoluzione a diabete clinicamente conclamato superiore
all’80% entro 10 anni, ovvero ne attesta la quasi certezza
di sviluppo futuro (6). Una recente revisione della defini-
zione e stadiazione del diabete di tipo 1, ne stabilisce I'in-
sorgenza gia in fase pre-sintomatica dal momento della
comparsa in circolo di due o pitt autoanticorpi, definen-
dola come stadio 1, a cui segue la progressiva evoluzione
allo stadio 2, con iniziale disglicemia e infine allo stadio
3 con iperglicemia e diagnosi clinica (7-8) (Fig. 1).

Giustificazione etica

Pertanto, lo screening per autoanticorpi, originaria-
mente utilizzato soltanto in studi di ricerca, viene oggi
proposto come strumento per la predizione del diabete di
tipo1in diverse popolazioni, come i familiari, le coorti di
neonati geneticamente selezionati, gli alunni delle scuo-
le, fino alla popolazione generale (9). In alcune regioni,
come ad esempio la Baviera, lo screening di massa per la
identificazione dei soggetti a rischio per diabete di tipo 1
e divenuto un programma di salute pubblica (10).

Impatto sulla salute pubblica e rapporto costo-beneficio:
la prevenzione della chetoacidosi

Il razionale di tali campagne e naturalmente quello di
porre le basi per la futura prevenzione del diabete di tipo
1 (11), ma a piu breve termine la giustificazione etica ri-
siede nella identificazione dei soggetti a rischio in una
fase molto precoce del diabete di tipo 1, consentendo I'av-
vio tempestivo della terapia insulinica e la prevenzione
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della pericolosa chetoacidosi diabetica come modalita
di presentazione clinica. La frequenza della chetoacido-
si all’esordio clinico del diabete di tipo 1 e infatti ancora
elevata anche nei paesi pitt avanzati (mediamente 29,9%
in Europa, 41,2% in Italia), e non sembra essersi ridot-
ta nel corso degli ultimi 20 anni (12). Cravata ancora da
mortalita residua intorno all'1% (13), la chetoacidosi ri-
flette una diagnosi tardiva del diabete di tipo 1 (14), con
una peggiore evoluzione del controllo glicemico successi-
vo (15-18) e possibili effetti avversi nel tempo su funzioni
mnesiche (19), cognitive e sviluppo cerebrale (20-21). Tra
i partecipanti a campagne di screening con autoanticor-
pi e successivo follow-up, l'esordio clinico del diabete di
tipo 1 con chetoacidosi si é ridotto drasticamente al 1-3%,
con benefici immediati e di pitt lunga portata (22-24). Le-
sordio del diabete di tipo 1 con chetoacidosi nei bambini
e adolescenti comporta un notevole aumento anche dei
costi sanitari (25), per cui un ulteriore valore aggiunto a
favore dello screening puo risiedere in un rapporto costo-
beneficio di questa procedura piu favorevole oggi che in
passato (26-27).

Prevenzione del diabete di tipo 1: lo stato attuale

La possibilita di prevenire il diabete di tipo 1, o quanto
meno di ritardarne l'evoluzione alla fase clinica concla-
mata, hainiziato a profilarsi nel momento in cui ¢ emer-
sa l'evidenza della lunga fase di latenza pre-clinica asso-
ciata alla presenza in circolo degli autoanticorpi.

Rispetto alla storia naturale, si riconoscono tre possibili
tipi di prevenzione: primaria, da applicare alla fase pre-
autoimmune, con l'obiettivo di impedire la comparsa de-
gli autoanticorpi; secondaria, nelle persone gia positive
per autoanticorpi, con l'obiettivo di prevenire l'evoluzione
alla fase conclamata della malattia e quindi alla terapia
con insulina; terziaria, quella che sirealizza al momento
dell’esordio clinico del diabete, mirata alla preservazione
della funzione B-cellulare residua. Malgrado i notevoli
impegni della ricerca nel corso degli ultimi decenni, i ri-
sultati fino ad oggi rimangono modesti (11).

Cli studi di prevenzione primaria pit importanti sono
quelli di tipo nutrizionale condotti nella prima infanzia,
basati sull'impiego del latte idrolizzate rispetto a quel-
lo vaccino (28) e sul ritardo dell'introduzione del glutine
(29), entrambi con risultati negativi. Un altro studio im-
portante e quello basato sulla somministrazione orale di
insulina ad alte dosi in bambini ad elevato rischio gene-
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La predisposizione genetica precede I'attivazione immune e la sieroconversione. La comparsa di due o pit autoanticorpi definisce lo stadio 1di ma-
lattia. La successiva progressione a stadio 2 (disglicemia) e stadio 3 (iperglicemia e diagnosi clinica) consegue alla progressiva riduzione della massa e
dellafunzione B-cellulare (adattata da TrialNet, con permesso: www.trialnet.org) (8)

tico, con l'ipotesi che I'insulina orale possa indurre una
risposta protettiva nei riguardi del diabete di tipo 1: i ri-
sultati preliminari sono incoraggianti (30), ma lo studio
€ ancora in corso (31).

In prevenzione secondaria, sono da segnalare gli studi di
immunoterapia basati sulla somministrazione cronica di
insulina, sia sottocute (32), sia per via orale (33-34), pur-
troppo inefficace.

In prevenzione terziaria, molteplici sono stati gli inter-
venti al momento dell’esordio clinico del diabete di tipo 1,
tutti sostanzialmente privi di efficacia (11), ad eccezione
di qualche risultato parziale e transitorio di preservazione
della funzione B-cellulare residua ottenuto con anticorpi
anti-CD3 (35-36), anti-CD2o (Rituximab) (37), Abatacept
(38) e ATG (globuline anti-timocitarie) a basse dosi (39).

Lo stato della prevenzione del diabete di tipo 1, in par-
ticolare quella secondaria, e tuttavia di recente cambia-
to, con la dimostrazione dell’efficacia di Teplizumab (un
anticorpo monoclonale anti-CD3) in soggetti a rischio
(familiari con due o pitt autoanticorpi, iniziale alterazio-
ne della glicemia, assenza di sintomi) nei quali il trat-
tamento é risultato in grado di ritardare la progressione
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verso l'iperglicemia in media di circa due anni (40). In
precedenza, lo stesso Teplizumab si era rivelato in grado
di rallentare, anche se soltanto transitoriamente ed in
alcuni sottogruppi di pazienti, il declino della produzio-
ne di insulina successivamente all’esordio di diabete di
tipo 1 (35, 41). In altre parole, per la prima volta si e avuta
la dimostrazione della possibilita di modificare la storia
naturale del diabete di tipo 1 attraverso una immunote-
rapia. Un rallentamento di due anni verso la fase clini-
camente conclamata del diabete di tipo 1 puo apparire a
prima vista un risultato parziale, e sicuramente lo ¢, ma
due anni in pit senza malattia dal punto di vista del pa-
ziente é un risultato di grande significato e valore, che
giustifica eticamente, oltre che scientificamente, l'in-
tensificazione degli sforzi di intervento nella direzione
della prevenzione.

ASPETTI PRATICI: MODALITA DI SCREENING E IM-
PIEGO DI SANGUE CAPILLARE

La misurazione degli autoanticorpi avviene convenzio-

nalmente su siero proveniente da un prelievo di sangue,



utilizzando saggi validati all'interno di un programma
internazionale di standardizzazione in corso da decenni
(42-46). Le naturali barriere alla esecuzione di campagne
di screening comprendono ostacoli geografici, mancan-
za di tempo, spazi e persone dedicate, costi, oltre ad una
naturale avversione ai prelievi di sangue da parte soprat-
tutto dei bambini. Infine, le misurazioni di laboratorio
sono laboriose e costose.

L'uso di campioni di sangue capillare per la misurazio-
ne degli autoanticorpi é stato messo a punto e validato
in passato (47) e di recente rivitalizzato per adattarlo a
programmi di screening di vaste dimensioni (48). La rac-
colta dei campioni di sangue capillare appare ideale per
le campagne di screening, in quanto semplice, veloce,
poco costosa, quasi indolore e puo essere eseguita a do-
micilio anche da persone non professionali (tipicamente i
genitori). Direcente, & stato messo a punto un innovativo
saggio per la misurazione di CADA, 1A2A e ZnT8A come
screening contemporaneo, in un formato automatizzabi-
le che utilizza sangue capillare (48-50).

Questo test di screening identifica quei soggetti positivi
per una o pitt di queste specificita (corrispondenti a circa
lo 0,3% della popolazione generale infanto-giovanile), nei
quali I'eventuale risultato di positivita dovra essere vali-
dato con un successivo prelievo di sangue con la ripetizio-
ne della misurazioni nel siero di tutti gli autoanticorpi
per una definitiva quantificazione del rischio.

Questa strategia é stata adottata nel gia citato studio Fr-
1da, realizzato in Baviera sulla popolazione generale in-
fantile, uno tra i migliori esempi di programmi di ricer-
ca, salute pubblica e prevenzione a livello di popolazione
generale (10).

POSSIBILITA DI AVVIARE PROGRAMMI DI SCREE-
NING IN ITALIA: IL CAMBIO DI PASSO NECESSARIO

In Italia sono stati realizzati in passato alcuni program-
midiscreening perl'identificazione dei soggetti a rischio
allinterno di famiglie (51), migranti (52) o popolazioni
scolastiche (53), sostanzialmente con finalita di ricerca.
Lunico programma di screening attualmente attivo in
Italia per l'identificazione di soggetti da avviare a inter-
venti sperimentali di prevenzione e TrialNet, con base
negli USA ed un Centro Clinico presso I'Ospedale San Raf-
faele di Milano finanziato da JDRF e NIH (8). Altri proget-
ti, come ad esempio di Consorzio Europeo INNODIA (54)
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a cui partecipano diversi centri italiani, hanno avviato
progetti di screening per future sperimentazioni.
Storicamente, le esperienze di programmi di screening
per il diabete di tipo 1 in Italia sono sempre state diffi-
cili per una serie di motivi: in primo luogo culturali, in
quanto mancando una possibilita di intervenire con te-
rapie preventive nei soggetti identificati come a rischio,
atteggiamenti oppositivi sono emersi dai vari Comitati
Etici, autorita locali e dagli stessi medici, poco propensi
ad eseguire test di screening per sole finalita di ricerca.
Inoltre, questi progetti sono per propria natura comples-
si, richiedono strutture e persone dedicate e devono pote-
re contare su finanziamenti duraturi, con tempi di svol-
gimento pluriennali, di fatto inesistenti in Italia.
Tuttavia, l'insieme delle recenti evidenze scientifiche
sulla storia naturale della malattia, impone un cambio
di tutta la strategia da adottare nei confronti del diabete
ditipo1.

1. In prospettiva, occorre introdurre un cambiamento
epocale nella terapia del diabete: anticipare l'inter-
vento dalla fase sintomatica (cioe dalla comparsa
dell'iperglicemia) alla fase pre-sintomatica, cioé nel-
le persone ancora asintomatiche, ma che avendo =2
autoanticorpi hanno la quasi certezza di sviluppare
il diabete di tipo 1. In altre parole, passare dalla te-
rapia dei sintomi (iperglicemia) a quella dei mecca-
nismi causali.

2. 1l diabete di tipo 1 inizia con la comparsa di =2 au-

toanticorpi. L'intervento in questo stadio non é piu

prevenzione, ma terapia della malattia.

L'identificazione dei soggetti a rischio e la predizione

del diabete di tipo 1 sono oggi molto accurate.

Limmunoterapia nel diabete di tipo1 ha per la prima

volta dimostrato con Tepluzimab (anticorpi anti-CD3)

che puo, almeno in parte, funzionare: oggi é possibi-

le ritardare 'esordio dell'iperglicemia (in media di 2

anni) e non si tratta di un risultato marginale.

La ricerca prosegue, con altri studi, rivolti a miglio-

rare i risultati ottenuti ed identificare altri tipi di

intervento da estendere alle fasi piti precoci della

malattia.
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FATTIBILITA DI STUDI DI SCREENING: TEMPO PER
STUDI PILOTA?

Malgrado le evidenze ed i progressi sopra elencati, l'avvio

di programmi permanenti di screening per la identifica-

zione di soggetti a rischio per il diabete di tipo 1 all'inter-

no di progetti di salute pubblica sul modello dello studio

Frida rimane difficile. Tuttavia, le esperienze accumula-

te con eccellenti risultati in altri paesi come la Germania

(55) forniscono lo stimolo per intraprendere progetti di

questo tipo anche in Italia.

A tal scopo e come esempio di fattibilita, uno o pit studi

pilota potrebbero essere molto utili.

[ presupporti necessari sono sostanzialmente:

1. Costituzione di un gruppo di lavoro per la stesura e
conduzione del progetto con connotati di salute pub-
blica.

2. Identificazione di una Autorita Sanitaria (per esem-
pio una ATS) con giurisdizione su uno specifico ter-
ritorio disponibile ad ospitare e facilitare lo studio
rendendo disponibili le proprie strutture (medici e
pediatri del territorio, medicina scolastica, struttu-
re sanitarie).

3. Organizzazione della infrastruttura per la condu-
zione dello studio: esecuzione e raccolta dei prelievi,
laboratorio per la misurazione degli autoanticorpi,
analisi ed interpretazione dei dati; comunicazione
dei risultati a cittadini e famiglie; definizione delle
successive azioni.

4. Finanziamento del progetto per tutta la durata dello
studio ed in prospettiva per la sua estensione ad altri
territori.

Tutti questi presupposti appaiono al momento gia dispo-
nibili o realisticamente conseguibili. Pertanto, possia-
mo affermare che il momento del cambio di passo, ovve-
ro dell’avvio di campagne di screening nella popolazione
generale (infantile, adolescenziale e adulta) per la iden-
tificazione di soggetti a rischio per diabete di tipo 1 é ve-
nuto e che l'avvio di progetti pilota su questo argomento
debba essere perseguito.
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INTRODUZIONE

Il diabete mellito di tipo 1 (DMT1) € una malattia autoim-
mune, caratterizzata dalla distruzione delle cellule beta
pancreatiche da parte delle cellule CD4+, CD8+, cellule T,
con infiltrazione dei macrofagi nelle isole di Langherans,
comportando in questo modo perdita di cellule beta, de-
ficienza insulinica non appena vengono perse 1'80-90%
delle cellule beta ed esordio clinico della malattia. Lezio-
patogenesi & multifattoriale, sviluppandosi in soggetti
geneticamente predisposti (HLA DR4-DQ8 e DR3-DQ2),
sui quali agirebbero in maniera combinata, fattori im-
munologici e ambientali. Per quanto riguarda i fattori
genetici, oltre 50 geni di suscettibilita sono stati indivi-
duati, ma non tutti contribuiscono alla suscettibilita nel-
lo stesso modo. I geni HLA-DR e -DQ rappresentano circa
dal 40% al 50% del rischio genetico di malattia. Anche al-
tri geni di suscettibilita, tra cui PTPN22, IL2Ra e CTLA4,
sono strettamente correlati con DMT1 (1). Circa il 70% dei
casi di DMT1 presenta alleli HLA predisponenti alla ma-
lattia, ma solo il 3-7% dei bambini con quegli alleli svilup-
pa DMT1 (2).

Qui di seguito é riportata una visione di insieme degli ul-
timi studi del DMT1 nel mondo, e del ruolo del microbiota
intestinale nella patogenesi di tale malattia.
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EPIDEMIOLOGIA

L'aspetto epidemiologico puo fornire indizi importan-
ti su fattori di rischio ambientale. I dati resi disponibi-
li dall'International Diabetes Federation Atlas nella sua
nona edizione (2019) sono relativi alla prevalenza e inci-
denza del DMT1 nei bambini di eta inferiore a 15 anni di
94 nazioni, descrivono massima incidenza in Finlandia
(60/100.000), Sardegna e Svezia, seguite da Kuwait, alcu-
ne altre nazioni nordeuropee, Arabia Saudita, Algeria,
Australia, Nuova Zelanda, USA e Canada. Il minor nu-
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mero di nuovi casi si osserva nell’Asia orientale e sudo-
rientale (3). Dalla metanalisi di Mobasseri et al. del 2020,
I'incidenza mondiale é pari a 15 casi per 100.000 abitanti,
la prevalenza e al 9,5/10,000, con valori piti alti in Europa
e America (4). Lincidenza del diabete di tipo 1 & aumenta-
ta negli ultimi decenni di una media annuale del 3-4% in
tutto il mondo, con maggiore velocita nelle aree a minore
incidenza del passato (3). Lo studio dell’epidemiologia e
della prevenzione del diabete (EURODIAB), dal 1989, ha
rilevato I'incidenza del DMT1 in tutta Europa, descriven-
do un gradiente Nord-Sud, con il piu alto tasso nei pae-
si scandinavi, ma con eccezione, al Sud, della Sardegna
dove la malattia presenta un tasso simile a quello della
Finlandia (5-6).

Tra l'etiopatogenesi genetica e quella ambientale, sicu-
ramente uno dei dati pitl solidi a favore di quest’ultima
é derivato da uno studio italiano condotto da ricercatori
dell’Istituto Superiore di Sanita che ha valutato la ricor-
renza di due patologie: il diabete mellito di tipo 1 e la ce-
liachia, nelle coppie di gemelli italiani. Dal confronto tra
la ricorrenza di malattia negli omozigoti rispetto ai dizi-
goti, risulta evidente che, mentre la celiachia deve essere
considerata soprattutto una patologia geneticamente de-
terminata (maggiore ricorrenza tra gli omozigoti rispetto
ai dizigoti), il diabete sembra essere una malattia di ori-
gine ambientale (simile ricorrenza tra monozigoti e dizi-
goti). D’altra parte, la suscettibilita genetica non avrebbe
potuto, da sola, spiegare la crescente incidenza di DMT1
in tutto il mondo, suggerendo il ruolo di una significativa
componente non genetica nell’eziopatogenesi della ma-
lattia, e in particolare del microbiota umano (7).

IL MICROBIOTA NEL DIABETE MELLITO DI TIPO 1

Gli esseri umani sono colonizzati da numerosissime co-
munita microbiche saprofite e la grande maggioranza
abita nel tratto gastrointestinale, che accoglie circa 100
trilioni di cellule batteriche (oltre che virus e funghi),
10 volte di pit del numero di cellule del corpo umano (8).
Dai vari studi risulta che il tratto gastrointestinale e do-
minato da 4 phyla batterici: Firmicutes, Bacteroides,
Proteobacteria e Actinobacteria. I primi due sono i piu
abbondanti nell'intestino dell’adulto mentre, tra gli Ac-
tinobacteria, predominanti nei lattanti allattati al seno,
il bifidobatterio, considerato probiotico, é il pit abbon-
dante (8-9). Tuttavia, composizione e diversita batterica
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differiscono nelle diverse aree geografiche (10). Una qua-
lita ottimale del microbiota intestinale garantisce prote-
zione contro I'invasione di patogeni e fornisce all’'ospite e
ai commensali metaboliti nutrizionali, altrimenti non
ottenibili (es. vitamine, butirrato, ecc). Anche la compo-
nente genetica orienta la struttura e funzione del micro-
biota gastrointestinale come dimostrato dallo studio di
Buschart et al. (11). Il microbiota deve essere considerato
una sorta di “organismo nell'organismo”, attivo e dina-
mico nella sua composizione, influenzato da vari fattori
esogeni ed endogeni (Tab. 1).

Approfondendo la composizione del microbiota nel diabe-
te, in una coorte di studio messicana, i bambini all’ini-
zio della malattia hanno un’abbondanza di Bacteroides,
mentre i controlli sani hanno una prevalenza di Prevotel-
la; tuttavia dopo due anni di terapia insulinica, i casi ten-
dono ad assomigliare ai controlli (12). A questo proposito,
1
Diabete” lo scorso anno che ha messo in evidenza come il

“s

molto interessante é stata la rassegna pubblicata su “i
microbiota intestinale possa giocare un ruolo decisivo nei
meccanismi di rischio cardiovascolare quali la ateroscle-
rosi, l'ipertensione arteriosa, e “l'inflammazione” (13).

In una coorte di 33 neonati estoni e finlandesi, la diver-
sita alfa (misura del numero di microbi distinti in una
comunita), che di norma aumenta esponenzialmente
nei primi tre anni di vita, cala del 25% nei bambini che
svilupperanno DMT1 rispetto ai controlli, riducendo-
si dopo che hanno iniziato a formarsi gli autoanticorpi,
ma prima della diagnosi di diabete (14). Il calo della di-
versita alfa nei casi dipenderebbe dalla sovrabbondanza
di alcuni gruppi: Blautia, Rikenellaceae, Ruminococcus
e Streptococcus. Al contrario, si nota una riduzione delle
Lachnospiraceae e Veillonellaceae, similmente a quan-
to avviene nell'infiammazione (14). Tra i gruppi piu rap-
presentati ci sono specie definite “patobionts”, in grado
di comportarsi come agenti patogeni (15). La quantita di
Blautia sembra essere correlata ai livelli di IA-2 e all'au-
mento dell'HbA1c (16). Molto interessante é stata l'anali-
si condotta, raccogliendo ogni tre mesi campioni di feci
da 4 coppie caso-controllo della coorte di studio Diabetes
Prediction and Prevention (DIPP) in Finlandia (17). Di gran
lunga, le due differenze pit evidenti tra le comunita mi-
crobiche delle feci dei casi e dei controlli sono quelle tra i
due phyla pitu abbondanti a tutti e tre i “time-points” di
raccolta: i Bacteroidetes relativamente maggiori nei casi,
e i Firmicutes relativamente maggiori nei controlli (18).
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Tabella1 @ Elementicheinfluenzano la stabilita e composizione del microbiota intestinale in relazione al diabete di

tipo1

Parto

Allattamento

Antibiotici

Dieta

Sostanze
chimiche
dannose per
il sistema
endocrino
(EDCs)

MODIFICHE DEL MICROBIOTA

Il microbiota di bambini nati da parto
vaginale é simile al microbiota vaginale
della madre,

bambini nati con parto cesareo sono
colonizzati con specie presenti sulla cute
della madre e hanno minore abbondanza
dialcune specie di Bacteroides

Il microbiota materno viene trasferito
nel latte.

Le variazioni del microbiota del bambino
sono correlate in modo dose-dipendente
all'allattamento al seno. (73)

Negli ultimi anniiricercatori hanno
ipotizzato che I'abuso di antibiotici sia
correlato con l'aumento diincidenza
di DMTh; tuttavia, i risultati degli studi
finora disponibili sono poco chiarie
contraddittori

La dietaricca digrassiecorrelataa
variazioni del microbiota e ad aumento di
inflammazione intestinale. (66)

Diete ad alto contenuto di glutine,
nonché la sua precoce introduzione nella
dieta dei bambini favorisce la disbiosi
associata a DMT1. (66)

L'esposizione agli EDCs puo favorire o
inibire la crescita di specifiche specie del
microbiota intestinale, come dimostrato
in modelli animali per I'arsenico e altri
EDCs. (74)

MICROBIOTA E DMTI1

Bacteroides

hanno un ruolo nello sviluppo e nella funzione del sistema
immunitario stimolando la produzione da plasmociti di IgA
secretorie. (29)

B. Thetaiotaomicron
Preservano la barriera intestinale. (29)

B. Fragilis e B. Subtilis
Promuovono la maturazione del tessuto linfoide associato
all'intestino e la produzione di anticorpi. (29)

B. Fragilis
Inibiscono la citochina pro-inflammatoria IL-17 nell'intestino. (29)

Bifidobacterium e Lactobacillus

Presenti nel latte materno riducono gli oligosaccaridi in acidi grassi
acatena corta, mantengono la barriera intestinale, stimolano la
produzione di IgA. (29) (73)

Bifidobacterium Infantis

Predominante nei bambini nutriti con latte materno periprimi 6
mesi divita, metabolizzano gli oligosaccaridi in acidi grassi a catena
corta, promuovono la produzione e I'integrita del muco, svolgono un
ruolo nellaimmuno-regolazione. (29) (73)

Topi NOD trattati con antibiotici presentano alterazione del
microbiota e riduzione delle cellule T-Reg nella lamina propria della
mucosa. (8)

Topi NOD di madri trattate con antibiotici risultano protetti dal DM.
(®)

Limpatto degli antibiotici sul microbioma nel DMT1 dipende dallo
specifico antibiotico e deve essere ancora ben compreso. (8)

Topi NOD con dieta priva di glutine hanno una riduzione di
Bifidobacterium, Tannerella e Barnesiella e un aumento del
numero di Akkermansia nell'intestino, con inversione dei rapporti
dopo introduzione del glutine. (58)

Topi con dietaricca di grassi hanno unariduzione della specie
Bifidobacterium e LPS intestinale pit elevato, un aumento di
citochine proinflammatorie, intolleranza al glucosio e ridotta
secrezione diinsulina. (58)

I pochi studi disponibili suggeriscono che I'esposizione agli EDCs puo
alterare la composizione del microbiota intestinale eaumentareiil
rischio di DMT1, tuttavia con meccanismiancora da chiarire. (74)
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Inoltre, I'abbondanza di Clostridi diminuiva nelle feci dei
casi e aumentava in quelle dei controlli, essendo respon-
sabile della maggior parte delle discrepanze casi-controlli
relative ai Firmicutes. Prima della comparsa degli auto-
anticorpi, si osservava gia l'instabilita del microbiota e
l'elevato rapporto tra Bacteroidetes e Firmicutes, rispetto
ai controlli, entrambe queste caratteristiche possono es-
sere marcatori diagnostici precoci, rilevabili prima della
comparsa di autoanticorpi nel siero (18). Sebbene il nume-
ro di soggetti fosse limitato, tuttavia questa interessante
osservazione puo essere utile, in futuro, per organizzare
studi epidemiologici e pianificare interventi di prevenzio-
ne attraverso lo studio della modifica del microbiota inte-
stinale prima dell’esordio del diabete. Infatti, tale studio
ha confermato che il microbiota nel diabete di tipo 1 ha
delle caratteristiche peculiari ed appare essere meno sta-
bile rispetto a quello di bambini sani.

Diversi lavori hanno riportato la riduzione di Lactobacil-
lus e Bifidobacterium nei bambini con diabete all’esordio
della malattia, rispetto ai controlli sani, mentre Bacte-
roides dorei e vulgatus sono piti rappresentati in bambini
ad alto rischio di DMT1 e con positivita agli autoanticorpi
(19-20). Ma la peculiarita del microbiota che si ritrova in
pazienti che sviluppano il diabete di tipo 1, non si limita
alle specie di batteri presenti, ma anche alle caratteristi-
che del genoma di tali microrganismi. Lo stesso studio,
infatti, nota che il genoma di B. dorei dei controlli non
presenta metilazione del DNA e manca di geni adenin-
metiltransferasi, mentre il genoma di B. dorei dei casi
contiene pitt di 20.000 siti metilati. Per questo motivo, po-
trebbe essere utile esaminare la metilazione del DNA nel
microbioma intestinale, in quanto sembra influire sull’e-
spressione genica e sulla funzione metabolica (21, 19). Dal
confronto del microbiota di individui con DMT1 e indivi-
dui con diabete giovanile a patogenesi non autoimmune
monogenica (MODY2) (22) si rilevano profonde differenze
nella composizione microbica, dando valore al ruolo della
disbiosi intestinale come causa, o concausa di malattia,
piuttosto che come conseguenza dell'iperglicemia, a cui
sarebbe logico pensare se la composizione fosse simile in
queste due patologie (22).

Virus e viroma intestinale nel DMTi

Oltre alla flora batterica, nell'intestino umano troviamo
anche funghi e virus. Queste componenti minori sono
meno conosciute, soprattutto nell'ambito della patogene-
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si delle malattie umane. Lo studio dei virus e del viroma
umano si avvale oggi di tecniche moderne, quale la Next
Generation Sequecing (NGS) che consente 'analisi dell'in-
tero viroma nei bambini con aumentato rischio genetico
per DMT1 (23). Tutte le informazioni che si stanno racco-
gliendo sul ruolo dei virus nella patogenesi del diabete,
pero, andrebbero meglio inquadrate nel vasto teatro diin-
terazione con il microbiota intestinale (Tab. 2).

In uno studio longitudinale, su una coorte di bambini a
rischio didiabete, 'analisi dei viromi intestinali tra bam-
bini che sviluppano autoimmunita e quelli che non la svi-
luppano, ha mostrato, nel tempo, minore biodiversita e
ricchezza di alcuni virus nei casi, tra cui minore preva-
lenza di Circoviridae. Quest’ultimo si ipotizza che, essen-
do pitt abbondante nei controlli, abbia un effetto protetti-
vo sull’ospite. Alcuni dei batteriofagi (virus che infettano
batteri) del viroma correlati alla malattia sembrano asso-
ciati ai profagi dei Bacteroides. Si e quindi ipotizzato che
i cambiamenti nei batteriofagi, prima della sieroconver-
sione, potrebbero contribuire ai cambiamenti osserva-
ti nel viroma. A sua volta i cambiamenti del microbiota
batterico che compaiono piu tardi, nel corso dello svilup-
po della malattia autoimmune, potrebbero essere secon-
dari alle pit precoci variazioni nei batteriofagi (24). Kinp
et al. avanzano la proposta che i batteriofagi infettanti le
specie di Bacteroides potrebbero, almeno teoricamente,
essere usati per ridurre 'abbondanza di Bacteroides osser-
vata in individui con autoimmunita (19). Inoltre, non tra-
scuriamo i risultati di un recente studio che descrive l'ef-
fetto, questa volta protettivo, dell'infezione da Norovirus
(Caliciviridae) nei topi NOD, nel ridurre I'incidenza del
DMT1, inducendo modifiche del microbiota e una risposta
immunitaria protettiva. Leventuale azione protettiva di
infezioni enteriche nell'uomo, e in particolare del Norovi-
rus, é ancora da valutare (25).

METABOLOMICA

La metabolomica, una nuova scienza descritta per la
prima volta da Guah-Ferre et al., comprende I'analisi si-
stematica dei metaboliti di un campione biologico (26). E
recente l'osservazione che la perturbazione del metaboli-
smo, come conseguenza della disbiosi intestinale, sem-
bra compromettere la funzione immunitaria (27). Infatti,
da uno studio sulle cellule mononucleate del sangue pe-
riferico (PBMC) isolate dalla coorte di neonati dello stu-
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Tabella2 @ Ruolo deivirus nel diabete di tipo1

VIRUS E DIABETE DI TIPO 1

Vari studi hanno rilevato anticorpi contro Coxsackievirus B4 nei pazienti con diabete

REF.

(23)

Questi virus sembrano potenzialmente in grado di causare inflammazione delle isole pancreatiche e morte

delle cellule beta

In una meta-analisi di 26 studi, si riscontra un'associazione significativa tra infezione da Enterovirus,

autoimmunita e diabete mellito di tipo1

(71)

Glistudi, fino ad ora, non hanno determinato se le associazioni tra infezioni precoci e diabete di tipo1siano il
risultato di una suscettibilita alle infezioni virali causata da una risposta immunitaria disregolata, ma e bene
sottolineare che i geni deputatialla risposta antivirale sono collegati alla suscettibilita al diabete di tipo1

La persistenza prolungata del sierotipo di Enterovirus B (EV-B) nei bambini sembra fortemente associato

allo sviluppo di autoimmunita

(73)

L'infezione da Metadenovirus C (HAdV-C) in infanzia sembra essere associata a ridotto rischio di

autoimmunita e DT1

I virus potrebbero causare la morte delle cellule beta attraverso una disregolazione, virus-indotta,

(72)

dell'eccezionale carico biosintetico delle cellule beta, causando stress del reticolo endoplasmatico e

generazione di neoantigeni

dio DIPP (Diabetes Prediction and Prevention), i livelli di
aminoacidi a catena ramificata rilevati, sono piu elevati
nei pazienti con diabete rispetto ai controlli; del resto,
questi aminoacidi favoriscono l'alterazione della lipo-
genesi e l'attivita proinfiammatoria delle PBMC (27). Lo
studio dell’espressione genica nel microbiota intestinale
di Kostic et al., prima dell’esordio clinico di diabete, ha
dimostrato uno “shift” dalla sintesi al trasporto passivo
di nutrienti, caratteristico degli organismi auxotrofici
che prosperano in ambienti infiammatori (14). In linea
con questo ambiente, Wekamp et al. hanno trovato livel-
li piu alti di B-difensina 2 nei campioni di bambini con
DMT1, un prodotto antimicrobico delle cellule epiteliali
del colon, liberato durante I'infiammazione (28). I meta-
boliti modulati e/o prodotti dal microbiota intestinale, in
particolare gli acidi grassi a catena corta (SCFAs) hanno
un ruolo significativo nell'omeostasi generale e riduco-
no 'infiammazione intestinale (29). E stato osservato un
aumento significativo degli SCFAs nei neonati allattati al
seno, correlabili ai maggiori livelli Bifidobacterium sp.
presenti nel latte materno. Tra gli SCFAs, il butirrato, mi-
gliora I'omeostasi del glucosio, & un substrato energetico
per l'epitelio del colon, ostacola I'infiammazione intesti-
nale e la carcinogenesi, modula la risposta immunitaria
inducendo la differenziazione delle cellule T regolato-
rie (Tregs), e inibendo le citochine infiammatorie, come
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IFN-y (290-30). Sulla base delle esperienze precedenti, sono
stati eseguiti anche esperimenti di supplementazione
orale di SCFAs nei topi NOD (Non Obesi Diabetici) nei qua-
li si e dimostrata la riduzione dell'incidenza di DMT1 (30).
Risultati simili sono stati ottenuti con una dieta ricca di
acetato e butirrato, mostrando una modulazione della po-
polazione di cellule T autoreattive (31).

Un'ulteriore prova di tale osservazione, deriva dalle osser-
vazioni fatte negli studi longitudinali TRIGR e FINDIA,
nei quali le specie produttrici di SCFAs tra cui Bifido-
bacterium adolescentis, Roseburia faecis e Faecalibacte-
rium prausnitzii sono risultate correlate negativamente
con il titolo anticorpale (30). Infine nello studio The Envi-
ronmental Determinants of Diabetes in the Young (TED-
DY) si & osservata maggiore espressione di geni microbici
associati alla fermentazione e alla biosintesi di SCFAs nei
controlli rispetto ai diabetici (32).

Se consideriamo altri metaboliti, dagli studi di Arneth
et al., gli aminoacidi aromatici e quelli a catena ramifi-
cata sono piu elevati nel profilo metabolico del DMTx. Il
principale produttore di questi aminoacidi é il microbiota
intestinale, in particolare le Escherichia coli che metabo-
lizzano I'acido piruvico, la produzione del quale é aumen-
tata al crescere dei livelli di glucosio disponibile. Quindi,
pit alti sono i livelli di glucosio nel sangue maggiore é la
produzione di aminoacidi a catena ramificata (33).
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Tabella3 @ Metaboliti e alterazioni del metabolismo correlati al microbiota intestinale in corso di diabete

INTERFERENZE DEL MICROBIOTA CON IL METABOLISMO IN CORSO DI DIABETE

Bifidobacterium e Lactobacillus ridotti determinano ridotti livelli di SCFAs, con conseguente aumento della

permeabilita intestinale e traslocazione batterica

Escherichia Coli metabolizzano Ac Piruvico dal glucosio in caso di iperglicemia con aumentata produzione di

aminoacidi aromatici a catena ramificata

Bautia aumentanoi trigliceridi a catena lunga e aminoacidi a catena ramificata

(30)

(33)

(14)

Ruminococcus aumentano i trigliceridi a catena corta e aminoacidi a catena ramificata

Laumento di Ruminococcus e la riduzione di Veillonella sono associati a aumento di sfingomielina e riduzione

di acido litocolico

Per quanto riguarda i lipidi, Verges et al. hanno evi-
denziato una correlazione tra Blautia e trigliceridi (TGC)
a catena lunga e Ruminococcus e TG a catena corta (34).
Mentre un gruppo di studio ha identificato cambiamenti
negli acidi biliari, solfato di p-cresolo e acido furoico nei
bambini con diabete. Tali cambiamenti sono riconduci-
bili ad uno squilibrio del microbiota, di cui potrebbero
essere considerati markers di alterazione (35). Lo studio
di Galderisi et al. dimostra che, anche se ilivelli di HbA1c
si mantengono entro il target raccomandato, il rischio di
mortalita per malattie cardiovascolari rimane almeno
due volte superiore rispetto alla popolazione generale.
Nello squilibrio metabolico di questa malattia, alcune
vie coinvolte rimangono alterate nonostante il buon con-
trollo glicemico e sarebbe utile individuarle dall’esordio
(36-37). E interessante notare che il livello degli aminoa-
cidi a catena ramificata e degli SCFAs, correlato al micro-
bioma, e anche associato all’'obesita e al diabete di tipo 2,
e il microbioma potrebbe essere un importante mediato-
re dei meccanismi immunitari nel diabete autoimmune
latente dell’adulto (38-40).

Alla luce di queste acquisizioni, per comprendere la com-
plessa patogenesi del DMT1, conoscere il microbiota e la
dinamicita dei suoi cambiamenti relati alle patologie
umane non puo prescindere dallo studio, in continuo
ampliamento, delle vie metaboliche e dei metaboliti ad
esso associati (Tab. 3) (8).
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(14)

RUOLO DEL MICROBIOTA NELLA PATOGENESI DEL
DMTI1

II meccanismo che porta allo sviluppo della patologia
autoimmune é complesso e multifattoriale, e in questo
percorso il ruolo del microbiota intestinale sembra deter-
minante. Dei cambiamenti tassonomici del microbioma
intestinale nel DMT1 riportati nei paragrafi precedenti,
sono stati valutati i possibili effetti correlabili al DMT1
(Tab. 4 e Tab. 5) (8). Per comprendere la complessita del-
la patogenesi ¢ necessario capire il collegamento tra di-
sbiosi intestinale, alterata permeabilita della barriera
intestinale, e risposta immunitaria. Questa interazione
sembra avere un ruolo cruciale nell'insorgenza di diverse
malattie autoimmuni, tra cui il DMT1 (18).

Microbiota e intestino

La parete intestinale evita il contatto tra contenuto lu-
minale (microbiota incluso) e il resto dell'organismo, se
sono preservate l'integrita dell’epitelio (delle giunzioni
aderenti tra le cellule) e del muco. Lavvio del processo au-
toimmune nei modelli preclinici di malattia é associato
ad alterazioni della struttura del muco e alla perdita di
integrita della barriera intestinale documentati in studi
sull'uomo oltre che su modelli animali (41). Si e visto che
l'interruzione della barriera intestinale indotta dall'in-
fezione da C. rodentium accelera 'insulite nei topi NOD,
ma se vengono infettati da un ceppo incapace di alterare
l'integrita intestinale, l'infiammazione non viene in-
fluenzata (42). Vari studi hanno rilevato livelli maggio-
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Tabellag ® Cambiamentidel microbiota all’esordio del diabete mellito autoimmune rispetto a controlli sani

STUDI DI PREVALENZA DI UNA FLORA BATTERICA INTESTINALE ALLESORDIO DEL DIABETE MELLITO DITIPO 1

DMT1ALL'ESORDIO CONTROLLI

Bacteroides Prevotella
Il polisaccaride A di Bacteroides

Fragilis induce la produzione di IL-10

e sopprime le risposte delle cellule

Thiz

Riduzione dei Lactobacillus e
Bifidobacterium

Aumento dei Lactobacillus e Bifidobacterium

REFERENZA

(12)

(32)

(19)

I Bifidobacterium producono acidi grassi a

catena corta nei neonati allattati al seno. Tra tali

(32) (33)

acidi, il butirrato migliora 'omeostasi del glucosio
e modula la risposta immunitaria inducendo la
differenziazione delle cellule T Regolatorie (T-Regs)
einibendo le citochine inflammatorie, come

interferone-y

Aumento di Blautia correlato con
livellidi 1A2 e HbA1C

Maggiore espressione di geni microbici associati

(16)

Studio TEDDY | (34)

alla fermentazione e alla biosintesi acidi grassi a
catena corta nei controllirispetto ai pazienti con

diabete

Dialister Invisus, Gemella
Sanguinis e Bifidobacterium
Longum aumentano

la permeabilita intestinale primum
movens per la comparsa di diabete

ri di zonulina nei pazienti con DMT1, da correlare con
una maggiore permeabilita intestinale, in particolare
nei pazienti con diabete di tipo 1 (43-46). Watts e colleghi
usano un antagonista della zonulina nel loro studio, ot-
tenendo un miglioramento dell'integrita intestinale nei
ratti BB-DP accompagnato dalla riduzione del rischio di
DMT1 (47). E stato dimostrato che la mucosa duodenale
nel DMT1 presenta anomalie specifiche del microbiota e
del profilo immuno-infiammatorio (48). Gli studi ripor-
tati nella metanalisi di Zheng et al. hanno dimostrato
che quando la barriera intestinale é compromessa, le
cellule T linfonodali drenanti il pancreas, in particolare
le cellule T CD8 +, si attivano e proliferano, promuoven-
do I'insulite. I pazienti con DMT1 hanno un’aumentata
infiammazione intestinale e i taxa microbici capaci di
preservare la barriera mucosa, l'adesione cellulare e i
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(52)

microvilli, garantire la funzione del pancreas esocrino,
sono ridotti prima dell'inizio del diabete (49). Maffeis e
colleghi, in uno studio caso-controllo identificano 3 bat-
teri, Dialister invisus, Gemella sanguinis e Bifidobacte-
rium longum, fortemente associati ad alterata perme-
abilita intestinale nel DMT1 (50). E stato provato che la
perdita dell'integrita della barriera intestinale nei topi
BDC2.5XNOD puo portare all’attivazione di gruppi di
cellule T autoreattive all'interno della mucosa (18, 51). In
quei topi, la colonizzazione intestinale con Akkermansia
muciniphila contrasta il diabete autoimmune aumen-
tando la secrezione di peptidi antibatterici e la produ-
zione del muco. Quest’ultimo influenza il tipo di batteri
commensali che risiedono nel suo strato interno, selezio-
nando il passaggio di prodotti batterici attraverso la pa-
rete intestinale nella circolazione sistemica, e la sua in-
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Tabellas ® Cambiamentidel microbiota intestinale nel pre-diabete mellito di tipo 1 autoimmune

STUDI DI PREVALENZA DI UNA FLORA BATTERICA INTESTINALE NEL PRE-DIABETE MELLITO DITIPO 1

PRE DMTI1

Aumento di Blautia Rikenellaceae
Ruminococcus e Streptococcus

Riduzione di
Lachnospiraceae e Veillonellaceae

Aumento di
Phyla Bacterioidetes

Riduzione di
Clostridi

Aumentato rapporto
Bacteroidetes/Firmicudes

Correlazione con la comparsa di autoanticorpi del
diabete

Presenza di Bacterioides Dorei e Vulgatus
in bambini ad alto rischio per diabete con
positivita degli dei markers autoimmuni

Da uno studio del 2016 risulta che lendotossina
dei Bacteroides ha proprieta immuno-inibitorie,
e potrebbe precludere ladeguato sviluppo del
sistema immunitario

Bacterioides e Proteobacteria phyla sono

i principali stimolatori delle cellule MAIT della
mucosa intestinale soprattutto nei primianni
divitainducendo predisposizione alle patologie
autoimmunitarie

Bacteroides Dorei con elevata metilazione del
DNA
(pit di1o.000 siti metilati)

CONTROLLI

Studio DIPP
Finlandia

Aumento di
Firmicudes
Clostridium

Alcuni tipi di Clostridium stimolano le cellule
T-Reg anti-inflammatorie

Aumentato rapporto
Firmicudes/Bacteroidetes

Firmicutes, Lactobacilli e Bifidobacteria,
ridotti nei pazienti con diabete mellito di tipo1,
sono protettiviin quanto stimolano il ramo
regolatorio del sistema immunitario,
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tegrita é fondamentale per consentire 'hosting di batteri
commensali benefici come i bifidobacterium produttori
di SCFAs (risultati ridotti nei bambini con autoimmunita
e DMT1 in vari studi) che promuovono la tolleranza im-
munitaria nell'intestino e regolano la permeabilita della
mucosa, impedendo la traslocazione di batteri (30, 52). Al
contrario, la prevalenza di alcuni gruppi di Bacteroides,
associata a svezzamento precoce, determina riduzione
della produzione di butirrato, alterazione nella composi-
zione in batteri che degradano la mucina, aumentando
il rischio di autoimmunita (52). Inoltre, il muco contie-
ne mucine e peptidi antimicrobici (PAM), rilasciati dalle
cellule intestinali, come a-difensine e catelicidine, la cui
espressione risulta alterata in pazienti con DMT1. Infat-
ti, le catelicidine sono ridotte nel siero dei pazienti con
diabete, e nei topi NOD si ha un’espressione ridotta del
peptide antimicrobico pancreatico correlato alla catelici-
dina (PAMRC) (51). Molto interessante e sicuramente la
evidenza che la produzione di catelicidina viene indotta
dalla vitamina D. Essendo i pazienti con diabete di tipo
1, soprattutto all’esordio, spessissimo carenti di vitami-
na D, é suggestivo chiedersi se la carenza di catelicidina
sia dovuta, in primis, alla carenza di tale vitamina op-
pure sia legata al dismicrobismo. Poiché, infine, i livelli
di tale proteina a loro volta influenzano la crescita batte-
rica intestinale, é difficile ipotizzare quale possa essere
il “primum movens” di tale meccanismo patogenetico
(53). Anche lo stress ossidativo puo alterare la mucosa in-
testinale e contribuire allo sviluppo della malattia. Val-
ladares et al. hanno scoperto che la somministrazione
di L. johnsonii N6.2 mantiene la funzione della barriera
intestinale influenzando i geni della giunzione stretta,
modifica la composizione microbica intestinale, riduce
i livelli di marcatori di stress ossidativo e aumenta l'e-
spressione di Cox-2, ritardando I'insorgenza di DMT1 nei
ratti BB-DP (predisposti al diabete) (54). Quindi é possibi-
le, almeno nei modelli animali, modulare la flora batte-
rica per prevenire il DMT1 (Tab. 6).

Microbiota e sistema immunitario

Il microbiota ha un ruolo cruciale nella maturazione ed
istruzione del sistema immunitario nell'organismo uma-
no. Si é osservato che i batteri filamentosi segmentati
(SEB) proteggono i topi NOD femmina e non i maschi dallo
sviluppo del diabete inducendo una risposta immunita-
ria protettiva, come se il microbiota possa influenzare la

196

penetranza delle malattie autoimmuni in soggetti predi-
sposti (55). Dedrick et al. identificano batteri protettivi,
come i lattobacilli, i bifidobatteri e alcune specie di Clo-
stridium, che stimolano le cellule Treg anti-infiamma-
torie; lo stesso gruppo evidenzia che il polisaccaride A di
Bacteroides fragilis induce la produzione di IL-10 e soppri-
me le risposte delle cellule Th1y (29). Studi sia su animali
che su esseri umani mostrano una connessione, mediata
dal microbiota, tra cellule Thiy e l'alterazione Treg/Teff ti-
pica del diabete. Nei topi NOD, in cui si sono rilevati alti
livelli di IL-17 nelle isole pancreatiche, l'inibizione delle
cellule Thiy ha ridotto I'incidenza del diabete. Gli studi
hanno evidenziato che il microbiota regola il rapporto
Th1y/Treg e puo influenzare la risposta immunitaria in-
testinale e sistemica coinvolta nel diabete (56). Al contra-
rio, Firmicutes, Lactobacilli e Bifidobacteria, ridotti nei
pazienti con DMT1, sono protettivi in quanto stimolano
il ramo regolatorio del sistema immunitario, aumentan-
do le cellule Treg (57). Per quanto riguarda I'endotossina,
o lipopolisaccaride (LPS), & un componente della mem-
brana dei batteri Gram-negativi, ed e stato riscontrato
elevato nei casi di uno studio caso-controllo ed in grado
di aumentare il livello di citochine pro-infiammatorie e
compromettere la funzione delle cellule beta del pancreas
(58). Da uno studio del 2016 risulta che I'endotossina dei
Bacteroides ha proprieta immunoinibitorie, e potrebbe
precludere 'adeguato sviluppo del sistema immunitario
(59). LLPS di E. coli, al contrario, & immunostimolante e
induce tolleranza immunitaria alle successive esposizio-
ni a microbi stimolatori, proteggendo dall’autoimmuni-
ta (21). Poiché i linfociti isolati dai linfonodi mesenterici
(MLN) di topi NOD prediabetici sono in grado diindurre la
malattia se trasferiti in topi riceventi, l'intestino potreb-
be essere il sito di attivazione e espansione delle cellule T
autoreattive (s1). Esiste, dunque, un asse immunologico
tra intestino e pancreas, sostenuto dalla loro comune ori-
gine endodermica, nel quale le cellule T viaggiano dalla
mucosa intestinale ai tessuti pancreatici attraverso la
circolazione sistemica. La maggior parte delle cellule T
autoreattive presenti nei linfonodi pancreatici e i linfo-
citi intraislet (IIL) dei topi BDC2.5, esprimono il marker
di homing intestinale a4y, a prova della loro origine en-
terica (51). Per valutare il contributo di TLR4 allo svilup-
po di DMT1, Elke et al. hanno generato un ceppo di topi
NOD che manca dell’espressione di TLR4, nel quale e au-
mentata l'infiltrazione di cellule immunitarie nelle isole
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Tabella6 @ Lamodulazione del microbiota in studi su animali nella prevenzione del diabete mellito autoimmune

STUDI DI MODULAZIONE DELLA FLORA BATTERICA IN ANIMALI

PER PREVENIRE IL DIABETE MELLITO AUTOIMMUNE

La colonizzazione intestinale con Akkermansia Muciniphila contrasta il diabete autoimmune in modelli murini

(55)

aumentando la secrezione di peptidi antibatterici e la produzione del muco. Quest'ultimo influenza il tipo di batteri
commensali cherisiedono nel suo strato interno, selezionando il passaggio di prodotti batterici attraverso la
parete intestinale nella circolazione sistemica, e la sua integrita e fondamentale per consentire I'hosting di batteri
commensali benefici come i Bifidobacterium produttori di acidi grassi a catena corta (risultati ridotti nei bambini
con autoimmunita e DMTiin vari studi) che promuovono la tolleranza immunitaria nell'intestino regolando la
permeabilita della mucosa e impedendo la traslocazione di batteri

La somministrazione di L. Johnsonii N6.2 mantiene la funzione della barriera intestinale influenzando i geni

(56)

che modulano la formazione delle tight junctions intestinali, modificando la composizione microbica intestinale,
riducendo i livelli di marcatori di stress ossidativo, aumentando l'espressione di Cox-2, e ritardando I'insorgenza di
diabete mellito autoimmune nei ratti BB-DP (predisposti al diabete)

Si e osservato che i Batteri Filamentosi Segmentati (SFB) proteggono i topi NOD femmina e non i maschi dallo

(57)

sviluppo del diabete inducendo una risposta immunitaria protettiva

pancreatiche, accelerando la malattia (51). Un’adeguata
microflora intestinale, quindi, induce un aumento di cel-
lule T regolatorie di tipo 1 (Tr1) nell'intestino, che posso-
no migrare verso la periferia, inibendo l'attivazione delle
cellule T effettrici e diminuendo l'incidenza del diabete
(8). E stato scoperto che la condizione “specific pathogen
free” (SPF) previene la disbiosi e il DMT1 nei topi knockout
per il gene della risposta primaria di differenziazione
mieloide (myd88), importante nel sistema immunitario
innato. Tuttavia, la crescita in ambiente “germ free” (CF)
ha eliminato l'effetto protettivo, suggerendo la funzione
determinante del microbioma intestinale nel mediare
questo effetto (21, 60). E stato scoperto che i segnali TLR4
e TLR2 microbiota-dipendenti determinano rispettiva-
mente protezione e maggiore suscettibilita al diabete,
non é ancora chiaro se l'effetto sia diretto o dovuto a una
modulazione del microbiota (21). Mullaney et al. hanno
individuato degli alleli (Idd3/s5) protettivi nei topi NOD,
associati a maggiore produzione di IL-2 (61). Lalterazione
della via della IL-2 influenza I'infiammazione intestina-
le, e la terapia con IL-2 aumenta le cellule Treg che mo-
dulano il microbiota, e porta a maggiore produzione di
muco dalle cellule caliciformi. Quindi I'immunoterapia
con IL-2, mediante il potenziamento delle cellule Treg nei
pazienti con DMT1, potrebbe influire positivamente sul
microbiota e sulla malattia (61).

Microbiota e MAITs
Han et al. hanno valutato il ruolo delle cellule-T asso-
ciate alla mucosa (MAIT): linfociti innati con un effetto
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protettivo nelle infezioni batteriche, sebbene il loro ruo-
lo debba ancora essere chiarito (58). E stata ipotizzata
un’interazione tra MAIT, microbiota e conseguente svi-
luppo del DMT1. Studiando topi germ free “contaminati”
in seguito con diverse specie batteriche, hanno dedotto
che é necessario l'intervento della flora commensale per
l'espansione delle cellule MAIT alla periferia, le quali sa-
rebbero coinvolte nell'interazione con il microbiota nel-
le malattie infiammatorie croniche (62). Fino ad oggi,
é noto che solo specie batteriche selezionate, per lo pitt
patogene, stimolano le cellule MAIT. Tastan et al. han-
no sviluppato un test in vitro con cellule T umane CD8 +
ingegnerizzate che esprimono il recettore MAIT-TCR per
identificare i metaboliti batterici che stimolano queste
cellule (62). Risulta che le specie dei Bacteroidetes e dei
Proteobacteria phyla sono i principali stimolatori, men-
tre non hanno, in nessun modo, capacita di stimolazione
le specie che mancano della via della riboflavina, rive-
landosi il principale strumento batterico di interazione
con questi linfociti (62). Magalhaes et al. mostrano che
i batteri commensali hanno un impatto sull’'omeostasi
delle cellule T natural killer (iNKT) intestinali e sulle cel-
lule MAIT (63). La disbiosi e I'integrita intestinale altera-
ta potrebbero portare alla presenza diligandi dei TLR nel
sangue e nei tessuti periferici, inducendo l'attivazione
delle cellule iNKT e MAIT. Tuttavia sembra che specifici
ligandi, derivati da alcuni microbi intestinali, potreb-
bero alternarne la funzione, aumentando la produzione
di IL-17 e l'attivita inflammatoria (63). Costantinides et
al. hanno dimostrato che la colonizzazione microbica
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nei primi anni di vita é fondamentale nello sviluppo del
sistema immunitario (64). Affermano, infatti, che per
lo sviluppo stabile nei tessuti delle cellule MAIT, esiste
una finestra temporale, ristretta alla prima infanzia, in
cui deve avvenire l'esposizione a specifiche comunita mi-
crobiche, mentre I'esposizione pil avanti non puo com-
pensare la mancata colonizzazione neonatale. In questo
modo, il sistema immunitario interagisce con il micro-
biota, attraverso il riconoscimento di antigeni microbici
dapartedicelluleT, tra cui le cellule MAIT, in un dialogo
che puo svolgere un ruolo determinante nella fisiologia e
patologia dell’'ospite (64).

Microbiota e IgA

Inunrecente studio, l'alterato profilo del microbiota inte-
stinale del diabete autoimmune insieme ad una minore
produzione di SCFAs, sono messi in relazione all’alterata
immunita mediata da IgA, rispetto ai controlli sani (65).
Le IgA sono una componente importante nell'omeostasi
della barriera intestinale e del muco. La colonizzazione
di topi NOD GF con microbiota di pazienti diabetici, ha
mostrato una diversa composizione rispetto a quella otte-
nuta mediante colonizzazione dai controlli, e ha favorito
la permeabilita intestinale. Lo stesso studio riporta livel-
li di SCFAs nelle feci dei diabetici significativamente mi-
nori rispetto ai controlli, associati a aumentati livelli di
IgA leganti batteri intestinali, suggerendo che gli SCFAs
derivanti dal microbiota modulano l'attivita delle IgA di
legare specifici batteri commensali nel DMT1. Nello stu-
dio hanno rilevato che il trattamento con acetato (tra gli
SCFA) sia dei topi NOD GCF che SPF, inibisce la produzione
di B cellule secernenti IgA nel midollo osseo, oltre che nei
MLN. Pare che l'acetato moduli la risposta immunitaria
IgA mediata verso i commensali, riducendo I'espressione
del recettore polimerico per Ig (Pigr), che induce soppres-
sione dell'immunita IgA mediata, e migliora l'insulite
nei topi NOD, riducendo l'infiltrazione di cellule T CD4+
nelle isole pancreatiche e aumentando le cellule Treg
nelle placche di Peyer. 1l contributo di questa risposta
immunitaria nell'uomo, associata con il microbiota in-
testinale, nel determinare lo sviluppo di DMT1, dovrebbe
essere valutato in ulteriori studi (65).
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Modello patogenetico

Vari studi indicano che la rottura dell'integrita della
barriera intestinale, con conseguente aumento del traf-
fico di antigeni e inflammazione intestinale, precede
l'insorgenza di DMT1 ed e direttamente correlata alla
sua patogenesi anziché secondaria ad alterazioni meta-
boliche indotte dal diabete, come I'iperglicemia (51). La
disbiosi indurrebbe alterazioni dell'omeostasi immuni-
taria intestinale con un aumento del rapporto Teft / Treg
e un’'infiammazione cronica, come osservato nei topi
NOD prediabetici (51). Stabilire una relazione causale tra
alterazioni del microbiota e autoimmunita é ostacolato
dalla complessita dell'interazione sistema immunitario-
microbiota. Nel contesto di questa intima relazione, uno
squilibrio del microbiota puo portare ad autoimmunita
in un ospite geneticamente sensibile, incapace di preve-
nire lo sviluppo di cellule autoreattive (21). Lalterazione
della barriera intestinale descritta, potrebbe portare a
un passaggio incontrollato nella circolazione sistemica
di antigeni microbici e non che mediano direttamente il
danno delle cellule beta e/o attivano la risposta autoim-
mune all'interno dei linfonodi pancreatici (PLN) e del
pancreas (51). In alternativa, le cellule T autoreattive po-
trebbero essere attivate da prodotti batterici a livello in-
testinale mediante mimetismo molecolare e successiva-
mente viaggiare verso linfonodi e isole pancreatiche per
mediare il danno delle cellule beta (51, 8).

Nella figura 1 abbiamo riassunto il ruolo del Microbiota
intestinale nel diabete di tipo 1: la riduzione della diver-
sita microbica, e di batteri che producono acidi grassi a
catena corta risulta in un’alterazione della permeabilita
intestinale e della composizione del muco. Di conseguen-
za, si sviluppa una infiammazione intestinale di basso
grado. Lalterata permeabilita intestinale permette 'ano-
malo passaggio di antigeni microbici e non attraverso la
barriera intestinale nella circolazione sistemica, e que-
sto risulta in un’attivazione del sistema immunitario in-
nato e adattivo che conduce alla patologia autoimmune
nei soggetti predisposti.

PROSPETTIVE FUTURE

Considerando il modello patogenetico proposto, sono in
fase di studio strategie applicabili nel trattamento della
disbiosi associata al diabete mellito di tipo 1, autoimmu-
ne (19).
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In un’ottica di prevenzione, sarebbe utile partire dal mi-
crobiota materno, dal quale deriva quello dei loro figli.
Ad esempio, uno studio ha valutato il consumo mater-
no di carni rosse in relazione ai cambiamenti microbici
intestinali, identificando nei loro figli un aumento del
rischio di autoimmunita e DMT1 (66). Dominguez-Bello
et al. hanno valutato la possibilita di modulare il mi-
crobiota intestinale di bambini nati con parto cesareo,
esponendoli a un inoculo naturale, ottenuto dal tratto
vaginale di donne sane con dominanza di Lactobacillus.
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Alterazione dell'immunita innata e adattativa

Questi bambini ottengono, in tal modo, una composizio-
ne intermedia tra i nati per via vaginale e quelli nati con
parto cesareo, ma risulta da definire l'effettiva riduzio-
ne del rischio di autoimmunita nei bambini suscettibili
(67). Un valido strumento é l'uso di probiotici che, nello
studio TEDDY, sono stati somministrati nelle prime 4
settimane di vita portando a una riduzione del rischio di
autoimmunita del 60% nei soggetti geneticamente predi-
sposti, anche se le modifiche indotte hanno avuto breve
durata (68). Tra i probiotici, Lactobacillus rhamnosus

199



RASSEGNA

GG promuove la maturazione della barriera intestinale
mediante induzione dell’espressione di claudina-3 (69),
e allo stesso modo agirebbe il probiotico Lactobacillus
plantarum (70). Interessanti anche i risultati ottenuti
sui topi NOD, trattati con gavage orale di campioni fecali
ottenuti da topi sani, che mostrano una riduzione del ri-
schio di malattia (8).

Essendo il diabete una malattia immuno-mediata, in
alcuni studi, sono stati valutati immunomodulatori,
che hanno mostrato solo lievi effetti sul microbiota in-
testinale, non ancora definiti con precisione, tra questi
l'anticorpo monoclonale (mAb) chimerico anti-CD2o (ri-
tuxizumab che agisce sulle cellule B), i mAb anti-CD3
umanizzati (teplizumab e otelixizumab), e altri ancora
(8). Nei topi NOD, l'alterazione del microbioma intestina-
le indotta dal mAb anti-CD3 si associa a aumento delle
cellule Tr1 intestinali che producono IL10, riducendo il ri-
schio di DMTu1. E interessante notare, pero, che le cellule
T devono migrare nell’intestino per esercitare la funzio-
ne protettiva (8). Promettente ¢ il trapianto di microbiota
fecale (FMT), applicato con risultati incoraggianti come
terapia sperimentale in diverse patologie, oltre che nella
diarrea da Clostridium difficile. Il FMT modifica radicalmen-
te il microbiota nel ricevente, ma la tecnica é ancora da
definire ed e necessario studiare la modalita di esecuzio-
ne pitt idonea a garantirne l'efficacia e limitare gli effetti
collaterali (19). Considerando il “leaky gut” associato alla
disbiosi intestinale, si potrebbero proporre, infine, far-
maci che ripristinano la mucosa intestinale, come il tan-
nato di gelatina. Quest’ultimo agisce ripristinando una
permeabilita fisiologica intestinale, creando un film bio-
protettivo e legami con la mucina, inducendo un effetto
antinfiammatorio indiretto (66).

CONCLUSIONI

E ormai noto che, prima dell’esordio clinico del diabete
mellito autoimmune, si instaura una disbiosi intestina-
le che favorisce un’alterata permeabilita intestinale in-
sieme ad un’attivazione del sistema immunitario, cosi
che antigeni luminali possano essere traslocati in altri
organi, come il pancreas e innescare, in individui suscet-
tibili geneticamente, il processo di distruzione immuno-
mediato delle cellule pancreatiche. La possibilita di mo-
dulare il microbiota intestinale sembra essere, quindi,
un approccio promettente nella prevenzione e terapia del
diabete di tipo 1, anche se e ragionevole ipotizzare che

200

sono necessari ulteriori studi perché tutto questo si possa
tradurre nella pratica clinica.
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INTRODUZIONE

Lottenimento di un compenso glicemico soddisfacente
rappresenta, per le persone affette da diabete di tipo 1, un
traguardo difficile da raggiungere (1-2), a causa dei mol-
teplici fattori che hanno un impatto sulla glicemia e che
devono essere considerati dal paziente con diabete di tipo
1 nelle decisioni terapeutiche quotidiane che é costretto a
prendere (3). La frustrazione conseguente ad un raggiun-
gimento solo parziale degli obiettivi glicemici, nonostan-
te l'entita degli sforzi profusi, contribuisce al peggiora-
mento della qualita della vita delle persone con diabete di
tipo 1in tutte le fasce d’eta (4-5).

La gestione impegnativa di questa patologia cronica com-
plica ulteriormente una fase della vita gia di per sé pro-
blematica come l'adolescenza/giovane eta adulta che, di
conseguenza, siassocia ad un peggioramento significati-
vo del compenso glicemico (6-7) (Fig. 1).

ASPETTI GENERALI DELLA TRANSIZIONE

Nei primi anni 2000, lo psicologo Jeffrey Arnett (8-9) ha
proposto la definizione di emerging adulthood (eta adulta
emergente) per identificare la fase della vita traii8ei
25 anni che presenta caratteristiche peculiari in termini
demografici, soggettivi e di esplorazione identitaria del
paziente.
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Dal punto di vista demografico, questa fase della vita e
caratteristica delle societa con stili di vita “occidentali”,
nelle quali si assiste sempre di pitt ad un prolungamento
della fase adolescenziale a causa della ritardata indipen-
denza del giovane adulto dalla famiglia di origine. Infatti
nei paesi industrializzati (10) risultano ben caratterizzate
demograficamente sia la popolazione con meno di 18 anni
che quella con pit di 30 anni. Nel primo caso, il 95% degli
adolescenti vive con i propri genitori e solo il 2% & sposa-
to. All'interno della popolazione con piu di 30 anni, il 75%
delle persone e sposata e il 75% ha figli. Al contrario, nella
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fasciaintermedia della popolazione, in particolare traii8
e i25anni, si osserva una eterogeneita estrema sia dello
status familiare (sposato o non sposato, vive solo o con i
genitori) che della occupazione principale (studio, lavoro
o altro) (11).

Anche dal punto di vista soggettivo l'emerging adulthood &
una fase con caratteristiche peculiari, che sono distin-
guibili sia dalla adolescenza che dalla fase adulta succes-
siva. Si tratta ad esempio del periodo della vita nel quale
& maggiore 'incertezza dei giovani nell’autodefinirsi o
meno come appartenenti all’eta adulta: in una raccolta
di questionari di 519 pazienti, la percentuale di risposte
alla domanda “pensi di avere raggiunto l'eta adulta?” rag-
giunge la quota piu alta di incertezza proprio nella fascia
18-25 anni di eta (60% delle risposte), mentre é minore sia
negli adolescenti (54% di incerti) che nei pazienti con piu
di 25 anni (solo il 33% non sa autodefinirsi) (8).

Infine, anche l'esplorazione identitaria dell’adulto emer-
gente é peculiare, e diversa da quella di altre fasi della vita
come l'adolescenza. Nelle aree lavorative e affettive l'emer-
ging adult non ha ancora le responsabilita della vita adulta
e prosegue, talvolta intensifica, I'esplorazione del proprio
ruolo nel mondo, che storicamente é tipica dell’adole-
scenza. Spesso nelle societa occidentali i pazienti dopo i
18 anni per motivi di studio lasciano la propria famiglia

di origine, dalla quale pero continuano a dipendere eco-
nomicamente. Questa ambivalenza contribuisce a creare
una confusione identitaria che si riflette anche in una
maggiore propensione a comportamenti a rischio. Studi
che hanno confrontato la prevalenza di abitudini compor-
tamentali spregiudicate messe in atto dagli adolescenti e
dagli adulti emergenti, hanno riscontrato in questi ulti-
mi una maggiore propensione al fumo, al binge drinking, al
sesso con partners multipli e al sesso non protetto rispetto
a quanto registrato tra gli adolescenti (12) (Tab. 1).

In questo contesto generale, la presenza di una patologia
cronica rappresenta un aspetto dell'adolescenza/eta adul-
ta emergente che complica ulteriormente una fase della
vita gia difficile. Perché possa essere efficace, la transizio-
ne dal team di cura pediatrico al team di cura dell’adulto
non puo essere solo un momento in cui avviene il passag-
gio di consegne ma, secondo le indicazioni stabilite sia
dalle societa scientifiche italiane (13-14) che dalla Society
for Adolescent Medicine (15), deve essere strutturata, vale
a dire che deve basarsi sulla coordinazione tra i team pe-
diatrico e dell’adulto in modo da facilitare un passaggio
che per il giovane paziente sia graduale ed ininterrotto.
D’altra parte, la giovane eta adulta e il periodo in cui i
comportamenti ed abitudini del soggetto gradualmente
si consolidano, e quindi puo rappresentare una finestra
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Figura2 @ Percentualidipazientiadolescenti e giovani adulti che dichiarano di mettere in pratica comportamenti a

rischio, suddivisi per fasce d’eta (mod. da Galambos NL et al. Health Reports 10(2): 9-20, Fall 1998)

FUMO BINGE DRINKING
Eta 15-19 anni Maschi 28% 52%
Femmine 30% 35%
Eta 20-24 anni  Maschi 33% 73%
Femmine 40% 51%

di opportunita in cui promuovere comportamenti virtuo-
si dal punto di vista della salute e che influenzeranno il
carico assistenziale degli adulti di domani (16).

Diversi studi hanno valutato l'efficacia della strutturazio-
ne di un percorso della transizione. Due recenti revisio-
ni sistematiche della letteratura sono andate a valutare
quali singoli aspetti dell'organizzazione siano associati
ad una transizione efficace, indipendentemente dalla
patologia in oggetto (17-18). In primo luogo, per svolgere
una revisione sistematica dei lavori scientifici riguar-
danti una transizione efficace, & necessario definire gli
outcomes clinici che occorre valutare negli studi sulla
transizione dei giovani pazienti dalla pediatria alla
clinica degli adulti:

1. I parametri clinici come gli outcomes specifici della
malattia (ad esempio I'emoglobina glicata - HbA1c -
nei pazienti con diabete di tipo I), 'aderenza del pa-
ziente alle visite ambulatoriali, la qualita della vita,
la mortalita.

La percezione del paziente in termini di soddisfazio-
ne rispetto al percorso della transizione effettuato, le
barriere alla cura e difficolta riscontrate.

L'utilizzo delle risorse sanitarie come le ospedalizza-
zioni.

Gabriel e coll. (17) hanno valutato 3.844 studi riguardanti
la transizione nelle patologie croniche e, dopo avere esclu-
so quelli che non avevano i criteri richiesti, tra cui nello
specifico la descrizione della organizzazione del percorso
di transizione, sono arrivati ad analizzare 43 lavori, oltre
un terzo dei quali (15 studi) riguardava la transizione di
giovani con diabete mellito di tipo 1. 11 65% degli studi to-
tali ha evidenziato che la transizione strutturata deter-
minava effetti positivi in almeno uno dei suddetti tre am-
biti valutati: gli outcomes clinici sono risultati favorevoli
nel 54% degli studi, i pazienti si sono ritenuti soddisfatti
della transizione nel 60%, i costi sono risultati differenti
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PARTNERS MULTIPLI SESSO NON PROTETTO

44% 29%
43% 51%
78% 53%
81% 44%

nel 30% dei casi. Inoltre, si é assistito ad una riduzione del
tempo trascorso tra l'ultima visita in pediatria e la prima
visita nella clinica per adulti.

Schmidt e coll. (18) hanno proseguito 'analisi degli stu-
di sulla transizione strutturata fino al 2018, aggiungen-
do 19 studi con descrizione di un percorso di transizione
strutturato, il 42% dei quali riguardanti il diabete di tipo
1: nell’84% di questi lavori sono stati riscontrati degli out-
comes positivi.

PECULIARITA DELLA TRANSIZIONE IN AMBITO DIA-
BETOLOGICO

In letteratura, una quota importante (35-42%) degli studi
che definiscono percorsi organizzati di transizione della
cura per patologia cronica (17-18) si focalizza proprio sul
diabete di tipo 1 che, rispetto ad altre patologie croniche,
richiede ai giovani pazienti un maggiore impegno quoti-
diano ed ininterrotto nella gestione della malattia.

Infatti, la gestione del diabete di tipo 1 rappresenta una
sfida difficile per il team di cura, ma soprattutto per i pa-
zienti stessi, che devono far fronte alle difficolta intrinse-
che del trattamento insulinico, al bilanciamento corretto
di dieta e attivita fisica, alla necessita di monitoraggio
costante della glicemia, alla dipendenza della glicemia
dagli aspetti emotivi che si alternano quotidianamente,
oltre alle difficolta derivanti dalla programmazione delle
visite diabetologiche e delle visite per il monitoraggio del-
le complicanze croniche della malattia. Questa situazio-
ne trova difficile collocazione in una fase della vita in cui
i giovani pazienti si trovano a far fronte a nuove richieste
esterne come responsabilita di studio, di lavoro e di vita
sociale, a nuove richieste interne come la costruzione di
una propria identita e del proprio ruolo nel mondo (13-14).
Tutti questi generatori di stress competono con la gestio-
ne del diabete in termini di tempo ed energie da dedicare.
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Figura2 @ Valoridi HbA1c nella popolazione generale suddivisa per fasce d’eta nella real life. Dati dal Type 1 Diabetes
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Un ulteriore fattore che contribuisce a rendere complessa
la gestione della glicemia e la fisiologia dell’adolescenza,
in quanto i giovani pazienti con diabete di tipo 1 rispetto
all'infanzia presentano un aumento della insulino-resi-
stenza, che sembra essere mediato sia da pit elevati livel-
li basali di ormone della crescita sia dall’aumento della
ossidazione degli acidi grassi (19). Questi fattori spiegano
come mai nei dati di real life la fascia di eta compresa
traii8edi25anni sia quella che in percentuale minore
raggiunge il target di emoglobina glicata (Fig. 2) (6-7, 20).

LE MODALITA DI TRANSIZIONE

Limportanza di definire un percorso strutturato per la
transizione del giovane con diabete tipo 1 dal centro pe-
diatrico a quello dell’adulto é stata sottolineata sia nelle
linee guida nazionali (21) che internazionali (22). Tutta-
via l'organizzazione di questo percorso spesso & ancora
affidata all'iniziativa dei diabetologi e dei pediatri che si
dedicano a questo aspetto. Come conseguenza di questo,
si assiste a modalita organizzative molto eterogenee nei
vari centri che si occupano di strutturare la transizione
di cura del diabete di tipo 1; in particolare esistono di-
versi modelli organizzativi desunti dalla letteratura in
quanto applicati nelle varie realta ospedaliere ed am-
bulatoriali che si occupano di questo ambito: in alcune
strutture e previsto il passaggio diretto dalla clinica pe-
diatrica a quella dell’adulto (Fig. 3A), in altre vengono or-
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ganizzati ambulatori intermedi dedicati alla transizio-
ne (Fig. 3B e Fig. 3C). A seconda delle risorse disponibili
nella struttura é possibile strutturare il percorso in modo
semplice, con passaggio diretto da una clinica all’altra,
in particolare se nella struttura ospedaliera non coesi-
stono sia la clinica pediatrica che la clinica degli adulti
e di conseguenza il passaggio deve coincidere per il pa-
ziente anche con un cambio del centro di riferimento. Se
invece nel centro sono presenti entrambe le realta, é pos-
sibile organizzare ambulatori intermedi che prevedono il
coinvolgimento del team sia pediatrico che diabetologico
dell’adulto.

Indipendentemente dal modello di organizzazione pos-
sibile, é importante tenere in considerazione alcuni
aspetti importanti. Una revisione della letteratura del
2017 (23) ha cercato di identificare quali fossero le compo-
nenti della transizione di cura che la rendessero efficace
nei pazienti con diabete mellito di tipo 1. Dei 4.689 studi
identificati inizialmente, é stata effettuata una metana-
lisi qualitativa di 18 studi. In 7/18 studi (39%) era presente
il coordinatore della transizione, una importante figura
con il ruolo di fare da punto di riferimento e trait dunion
tra il giovane paziente, la clinica pediatrica e la clinica
dell'adulto. In 11/18 studi (61%) era presente una clinica
dedicata alla transizione, che poteva essere un ambula-
torio congiunto oppure la presenza di figure multidisci-
plinari focalizzate sulle necessita degli emerging adults.
Solo 5/18 lavori (28%) offrivano ai pazienti interventi de-
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dicati come sessioni educazionali di gruppo, utilizzo di
social networks di gruppo o un servizio di newsletter.
Loutcome principale misurato é stato il confronto tra
l'ultima emoglobina glicata nell’'ambulatorio di pedia-
tria e l'ultimo valore al termine del percorso di transizio-
ne. In generale la HbA1ic scendeva al di sotto del target
considerato dopo la transizione (<7.5%) in solo 2 dei 16 stu-
di (il12%) mentre quando il percorso della transizione pre-
vedeva sia 'ambulatorio dedicato che il coordinatore, il
valore medio di emoglobina glicata migliorava dello 0.6%
nel passaggio dalla pediatria alla diabetologia dell'adul-
to. In un’altra revisione della letteratura che ha valutato
il controllo glicemico in termini di emoglobina glicata,
tra i 9 studi osservazionali nei quali non veniva descritto
un programma strutturato di transizione tra le cliniche,
I’'HbA1c tra la fase pediatrica e la fase adulta restava inva-
riata in 5/9 studi, migliorava in un unico studio ma solo
nelle giovani pazienti e non nei maschi e peggiorava in
un terzo dei casi. Al contrario, tra i 10 lavori in cui ve-
niva descritto un programma di transizione strutturato,
in ben 6 studi veniva documentato un miglioramento dei
livelli di HbA1c dopo il passaggio alla clinica dell’adulto,
nei restanti quattro non venivano registrate differenze.
Un secondo parametro da considerare negli studi sulla
transizione nel diabete di tipo 1 & 'aderenza del paziente
alle visite, che risulta significativamente migliorata nei
percorsi di transizione che prevedono la figura del coordi-
natore (23). Anche la presenza di un percorso strutturato
influenza questo aspetto, perché neilavori in cui non vie-
ne organizzato siriscontra unariduzione della frequenza
delle visite ed un aumento degli appuntamenti mancati
dopo il passaggio al centro degli adulti, mentre negli stu-
diin cuiil percorso di transizione viene strutturato si os-
serva una maggiore aderenza dei pazienti (24). Ladesione
del paziente alle visite programmate rappresenta un out-
come fondamentale, in quanto risulta correlata in diver-
si studi al compenso glicemico (25-26). Di conseguenza, &
fondamentale approfondire quali siano gli ostacoli che li-
mitano 'aderenza dei giovani pazienti, il pitt importante
dei quali risulta essere la mancanza di un chiaro punto
di riferimento presso la clinica dell’adulto, seguito dal-
la comparsa di aspetti della vita che tendono a sottrar-
re tempo alla gestione del diabete e, in terzo luogo, alle
maggiori difficolta incontrate a prenotare appuntamenti
nella clinica per adulti rispetto alla pediatria (27).
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Un ulteriore outcome clinico che viene considerato negli
studi sono le ospedalizzazioni correlate alle complican-
ze acute del diabete (chetoacidosi, ipoglicemia severa,
marcato scompenso glicemico), e in uno di questi su1.507
pazienti svedesi e stato documentato un incremento di
ospedalizzazioni dopo la transizione rispetto al periodo
pediatrico (da 7.6 a 9.5 per 100 pazienti per anno, p=0.03)
(28).

Presi tutti insieme questi dati evidenziano I'importanza
di strutturare dei percorsi che prevedano sia gli ambula-
tori dedicati che la figura del coordinatore della transi-
zione; il team multidisciplinare dedicato ha lo scopo di
organizzare le varie professionalita che possano rispon-
dere al meglio ai bisogni specifici del paziente, mentre il
coordinatore ha il ruolo cruciale di mantenere 'aderenza
del paziente, al quale deve essere chiaramente indicata la
figura diriferimento in questa fase.

Nella realta italiana, esplorata in una Survey condotta
nel 2014 alla quale hanno risposto 137 strutture diabeto-
logiche (29), e emerso che il 72% delle strutture non or-
ganizzava giornate o spazi dedicati alla transizione e il
58% non effettuava visite di gruppo, nonostante il 98%
degli intervistati ritenesse fondamentali gli incontri tra
pediatra e diabetologo dell’adulto; inoltre la figura dello
psicologo risultava presente solo nel 36% delle strutture,
nonostante gli aspetti psico-sociali fossero ritenuti fon-
damentali dal 94% degli intervistati.

Un aspetto importante da definire e la tempistica della
transizione. Le linee guida non definiscono un’eta preci-
sa in cui effettuare la transizione di cura, che deve essere
stabilita singolarmente per ogni paziente (30).

Nella maggior parte degli studi retrospettivi sulla transi-
zione in diabetologia si riscontra un’eta di passaggio tra
19,5 e 20,1 anni d’eta, con I'80% dei pazienti che arriva al
centro dell’adulto entroi21anni (31-32). In questa fase pit
diunterzodeigiovanipazientinon siritiene ancora pron-
to alla transizione (31), dato che concorda con la percen-
tuale di pazienti (il 38%) che non si sente soddisfatto delle
modalita di transizione che gli sono state organizzate dal
centro di cura (33). Inoltre, i pazienti che transitano dalla
pediatria alla diabetologia dell’adulto presentano in me-
dia un rischio relativo di peggioramento del compenso
glicemico di 2.5 volte, ed un aumento della emoglobina
glicata media da 7.5% nell'ultima visita in pediatria al
9.2% nella prima visita nel centro dell’adulto (32). Questo
peggioramento del compenso impatta fortemente sulla
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salute degli emerging adults anche a breve termine, infatti
tra i pazienti tra i 18 e i 25 anni di eta e con HbA1c non
a target, é stata riportata una prevalenza di retinopatia
diabetica del 29%, nettamente in aumento rispetto agli
stessi pazienti prima dei 18 anni, quando solo il 5% aveva
avuto una diagnosi di retinopatia diabetica (34).

In uno studio controllato italiano (35), rispetto ai pazien-
ti che sono arrivati alla diabetologia dell’adulto soltanto
con una lettera di presentazione scritta dal pediatra, i
pazienti che hanno seguito una percorso di transizione
strutturato, con un team multidisciplinare centrato sul-
la figura del coordinatore della transizione, hanno mo-
strato benefici in termini di una significativa riduzione
del tempo intercorso tra l'ultima visita in pediatria e la
prima visita nel centro degli adulti (0<o0.01), migliora-
menti che si sono mantenuti nel tempo con una migliore
HbA1c ad un anno dalla transizione (p<o.05) ed un tas-
so di mantenimento in carico dei pazienti dopo tre anni
dalla transizione del 100%.

Nonostante queste evidenze, nella survey condotta negli
Stati Uniti da Garvey e coll. (36), alla quale hanno rispo-
sto 536 diabetologi coinvolti nei rispettivi centri nella
transizione di cura nel diabete di tipo 1, solo il 35% dei
diabetologi che hanno risposto considera importante un
programma strutturato per la transizione di cura, che di
conseguenza risulta presente di fatto solo nel 2% dei cen-
tri che hanno risposto.

RUOLO DEL TEAM DI CURA PEDIATRICO

Il team pediatrico é fondamentale in primis nel defini-
re le tempistiche della transizione, come evidenziato dal
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fatto che in una parte importante dei casi l'indicazione
alla transizione verso il centro dell’adulto sia fornita al
paziente dal pediatra stesso (33). D’altro canto il 64% dei
pazienti tra i 18 e i 30 anni che viene ancora seguito in
pediatria motiva questa scelta come attaccamento emo-
tivo alla figura che e stata il punto di riferimento negli
anni precedenti (31). Le raccomandazioni della American
Academy of Pediatrics (37) suggeriscono che la transizio-
ne debba essere introdotta anche a partire dai 14 anni di
eta; é importante che il pediatra comunichi in anticipo
al paziente ed ai genitori questo passaggio segnalando
che si tratta di un passaggio necessario, al fine di ap-
profondire tematiche correlate al diabete nei quali puo
essere pitt competente il diabetologo dell’adulto rispetto
al pediatra, come la contraccezione, la programmazione
della gravidanza, i diritti nel mondo del lavoro.

Un importante contributo da parte del team pediatrico é
la preparazione di un report per ogni paziente in procin-
to al passaggio, con focalizzazione sia sui dati clinici che
sugli aspetti psico-sociali; sempre in una survey condot-
ta da Garvey e coll. (38) emerge uno sconfortante gap tra
quanto i diabetologi considerano importante la ricezione
diun report clinico proveniente dal team della pediatria
(73% delle risposte positive) e la percentuale dei casi in cui
questo si realizza nella realta (11%). Sempre nell’ambito
della comunicazione tra il team della pediatria e quello
della diabetologia dell’adulto, un ulteriore aspetto mi-
gliorabile risulta essere la percezione da parte dei team di
cura di quali elementi siano prioritari al fine di facilitare
il percorso di transizione per i giovani pazienti. Mentre ai
diabetologi dell'adulto sembra importante la ricezione da
parte del pediatra del suddetto report descrittivo, questa
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non sembra essere percepita come un aspetto importante
dai pediatri; le percentuali si invertono quando si consi-
dera I'importanza della accessibilita del team curante da
parte paziente in caso di problemi, che risulta massima
per i pediatri ma non per i diabetologi dell’adulto (36).

RUOLO DEL TEAM DI CURA DELL'ADULTO

Il primo aspetto importante per una transizione efficace e
che il diabetologo dell’adulto che si occupa di transizione
sia chiaramente identificabile dal team pediatrico, e pos-
sa fare da punto di riferimento per i pediatri. Se conside-
riamo il fatto che una elevata percentuale dei pazienti pe-
diatrici con diabete di tipo 1 utilizza dispositivi tecnologici
per la terapia insulinica e/o per il monitoraggio glicemico
continuo (6), & fortemente consigliato che il diabetologo
che si occupa di transizione sia discretamente esperto
nella gestione delle terapie tecnologiche avanzate nel dia-
bete. Inoltre, & molto utile per il giovane paziente in tran-
sizione incontrare il diabetologo dell’adulto ancora prima
del passaggio, sebbene questo accada solo nel 18% dei casi
(31); in questo senso possono essere un’ottima occasione di
incontro i campi scuola e le attivita extra-ospedaliere che
vengono organizzate in diverse realta della diabetologia
pediatrica in Italia.

Nonostante l'opinione comune sulla importanza di una
transizione ininterrotta e coordinata, una quota signifi-
cativa di pazienti va incontro ad un ritardo nella presa in
carico, con un gap temporale tra I'ultima visita in pedia-
tria e la prima in diabetologia adulti che lo rende vulnera-
bile (39). Il ruolo del coordinatore della transizione e cru-
ciale nel migliorare questo aspetto, facendo per il paziente
da punto di riferimento anche nell’aiutarlo a programma-
re gli appuntamenti ambulatoriali e nel fare in modo che
la transizione avvenga senza interruzioni. La presenza
nel team di transizione di un navigator (40) o di un coordi-
natore (41) in letteratura risulta associata ad una maggio-
re efficacia nel confronto con modalita di passaggio non
strutturate. Nonostante queste evidenze il coordinatore
della transizione viene considerato un ruolo importante
per una transizione efficace solo dal 45% dei diabetologi
che hanno risposto, ed e facilmente accessibile solo nel 15%
dei centri (38).

Un aspetto importante e il metodo con il quale individuare
le competenze e la preparazione dei pazienti in transizio-

neinmodo daidentificarneibisognie personalizzare l'ap-
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proccio. Rispondono bene a questa esigenza i questionari
messia punto dalle societa scientifiche italiane AMD-SID-
SIEDP (13-14) che esplorano la transizione da vari punti di
vista: quello del pediatra per comunicare al team dell’a-
dulto gli aspetti clinici rilevanti e i bisogni formativi
del paziente su problematiche che non sempre vengono
affrontate in pediatria perché piu tipiche dell’'eta adulta
(patente di guida, normativa del lavoro, programmazio-
ne della gravidanza, complicanze croniche del diabete), il
punto di vista del paziente per individuarne la presa di co-
scienza della malattia e la preparazione alla transizione,
infine il punto di vista del team diabetologico dell'adulto,
che fornisce un feedback utile a personalizzare I'approccio
al paziente con eventuali adattamenti in corso d'opera.

In linea generale, un suggerimento che ci sentiamo di
condividere, e che emerge dall’analisi della letteratura, e
che il team dell’adulto nelle prime fasi orienti la propria
attenzione allo stabilire e al consolidare una relazione con
il paziente, rimandando l'attenzione sugli outcomes glice-
mici non ottimali come I'HbA1c alla fase in cui il paziente
risulti agganciato al centro. In questo senso ¢ fondamen-
tale individuare i bisogni psicologici dei giovani pazienti,
che presentano un rischio relativo quasi doppio rispetto
ai coetanei non diabetici di sviluppare sintomi depressivi
(42), oltre ad un aumentata percentuale di disturbi d'ansia
(43)e disturbi del comportamento alimentare (44). Nel dia-
bete di tipo 11a salute psicologica é fondamentale in quan-
to sia nei pazienti adulti che negli adolescenti i sintomi
depressivi correlano con aumentata incidenza di compli-
canze micro e macrovascolari (45-46).

ILPUNTO DI VISTA DEL PAZIENTE

Alfinediottenere una transizione efficace in diabetologia,
e importante andare a valutare la soddisfazione percepita
dai pazienti che hanno compito il passaggio. Cli ambiti
esplorati dai questionari riguardano tre aree principali: la
percezione di continuita della cura da parte del paziente,
la rinegoziazione di responsabilita della gestione del dia-
bete e le problematiche psicologiche riferite.

La continuita di cura

E importante che il paziente percepisca la continuita di
cura, perché questo avvenga ¢ utile che la transizione
avvenga gradualmente (47). Nella realta pero in media
il servizio di diabetologia dell’adulto viene percepito dai



pazienti come meno accessibile, a causa di piu frequenti
cancellazioni degli appuntamenti (48) o liste d’attesa am-
bulatoriali pit lunghe (49).

Questa apparente minore dedizione riscontrata dai gio-
vani pazienti dopo la transizione é facilmente spiegata
dall’epidemiologia del diabete di tipo 1, che rappresenta
la tipologia di diabete prevalente nelle cliniche pedia-
triche, mentre nelle cliniche diabetologiche per adulti &
presente solonel10% circa dei pazienti(50). Di conseguen-
zaipazienti percepiscono in media che nelle diabetologie
degli adulti venga ad instaurarsi un rapporto medico-pa-
ziente pitl impersonale e meno supportivo di quello che
avevano con il pediatra. Inoltre alla minore presenza del
supporto genitoriale si associa una maggiore variabilita
del medico di riferimento nel corso delle visite ambula-
toriali (51-52). Questo dato trova conferma anche in un
lavoro italiano sulla transizione, nel quale confrontando
ipazienti che avevano effettuato una transizione efficace
con quelli che erano andati incontro a drop out, il fattore
maggiormente associato all'insuccesso veniva identifica-
to come l'essere seguiti da medici diversi nel primo anno
di presa in carico (p<0.0001) (53).

La rinegoziazione della responsabilita di gestione

[ pazienti diabetici iniziano ad assumere il controllo del-
la gestione della loro malattia con tempistiche molto va-
riabili da un paziente all’altro, in base al grado di svilup-
po psico-attitudinale della persona (54). In particolare, &
stata evidenziata una maggiore difficolta in fase di tran-
sizione nei pazienti con esordio in eta infantile rispetto
ai pazienti con esordio piti tardivo (55), talvolta per scarso
interesse nell'approfondire la conoscenza della malattia,
altre volte per scarsa motivazione alla sua gestione, in
generale per persistenza dell’atteggiamento infantile di
dipendenza dai genitori ai quali viene delegata comple-
tamente la gestione.

Sebbene ci si aspetti che il giovane paziente nel percor-
so verso l'indipendenza dai genitori acquisisca piena
responsabilita nella gestione della propria terapia e
nell’interazione con il team curante (56), spesso i genito-
ri continuano a rappresentare un supporto decisionale.
La presa di responsabilita da parte del giovane paziente
dovrebbe coincidere con la graduale riduzione di respon-
sabilita dei genitori, che pero tendono di conseguenza a
sviluppare ansie e timori qualora non ritengano i propri

figli pronti a queste responsabilita (57). Il disappunto dei
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genitori quando non vengono ammessi nell'ambulatorio
di diabetologia dell'adulto insieme al loro figlio e riporta-
to nei due terzi dei casi (58).

Le necessita psicologiche riportate

Lesplorazione dell’'ambito psicologico fornisce risultati
molto eterogenei. Come prevedibile, viene riportato una
maggiore quota di ansia e preoccupazione nel lasciare la
clinica pediatrica tra i pazienti con un buon compenso
glicemico, mentre i pazienti che in pediatria non presen-
tano dei risultati clinici soddisfacenti vedono il passag-
gio come un cambiamento positivo (59).

Anche i dati sul livello di preparazione alla transizione
percepito dal paziente sono eterogenei. I metodi di pre-
parazione che vengono percepiti positivamente dal pa-
ziente sono la presentazione dello staff della diabetologia
dell'adulto prima che la transizione avvenga (58) e la pre-
sentazione con largo anticipo del percorso di transizione
strutturato, qualora previsto (54).

LATECNOLOGIA.UNSUPPORTO ALLATRANSIZIONE?

In Italia, tra il 2005 e il 2015 e stato registrato un incre-
mento numerico dei pazienti in terapia con microinfu-
sore; questo incremento é stato maggiore nella popola-
zione pediatrica (+117%) rispetto a quella adulta (+37%),
portando la prevalenza della terapia con CSII al 27% nei
pazienti pediatrici e al 15% negli adulti (60). Inoltre, in
una metanalisi condotta sui registri americano, inglese
e tedesco, e stato riscontrato un minore livello di HbA1c,
statisticamente e clinicamente significativo, nei giovani
in terapia con CSII rispetto ai coetanei in terapia multi-
iniettiva (8.0 + 1.2% contro 8.5 + 1.7%) (61).

D’altro canto, é noto da anni come il sensore per il moni-
toraggio glicemico continuo sia meno tollerato dai giova-
ni adulti rispetto ai pazienti di eta maggiore di 25 anni
(62), a causa della difficolta di utilizzo, della riferita inac-
curatezza, dell'impatto degli allarmi e del cerotto sulla
qualita di vita (63).

Questi dati evidenziano ulteriormente come tutti i com-
ponenti del team della transizione debbano essere esper-
ti di queste tipologie di trattamento, in modo da poter
supportare il giovane paziente anche con indicazioni
molto pratiche e ridurre al minimo il rischio di interru-
zione della terapia.
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La tecnologia puo rappresentare una valida soluzione
anche per risolvere il problema della ridotta compliance
alle visite ambulatoriali presso il centro di riferimento da
parte dei pazienti in fase di transizione. La telemedici-
na, definita come “qualsiasi comunicazione in remoto di
informazioni cliniche tra il paziente il team di cura” (64)
da diversi anni é oggetto di svariati tentativi di regola-
mentazione e nell'ultimo periodo a causa dell'emergenza
Covid-19 sembra in corso una accelerazione decisiva in
questa direzione (65). I pazientiin terapia con devices tec-
nologici hanno la possibilita di caricare su piattaforme
condivise i dati derivanti da microinfusore e da sensore,
in modo da consentire ai componenti del team di cura
una valutazione clinica piuttosto accurata. Perché que-
sta valutazione sia completa ed esaustiva, é fondamen-
tale che il paziente sia motivato a collaborare inserendo
quotidianamente nel proprio microinfusore/sensore tut-
ti i dati importanti (contenuto in CHO dei pasti, tempi-
stiche e dosaggio dei boli insulinici, momenti in cui ef-
fettua attivita fisica, periodi di malattia, ecc.) come se si
trattasse di un dettagliato diario cartaceo.

Allo scopo di alimentare costantemente la motivazione
del paziente, a nostro avviso resta insostituibile la pos-
sibilita del confronto diretto con il team di cura, che puo
avvenire anche a distanza con supporti che consentano
videochiamate o la condivisione sullo schermo del com-
puter dei dati glicemici e di terapia insulinica. Soprattut-
to in pediatria, resta fondamentale la visita ambulato-
riale, durante la quale oltre alla valutazione della terapia
insulinica e possibile monitorare crescita, sviluppo e sta-
to di salute generale del paziente (66).

UNA PROPOSTA OPERATIVA

Al fine di tenere conto delle varie esigenze emerse dalla
letteratura e dalle esperienze riportate dai centri che si
occupano della transizione, ci sentiamo di condividere
lo schema di protocollo di transizione messo a punto da
AMD-SID-SIEDP (Fig. 4) (13-14).

Oltre a queste proposte, qualora l'organizzazione della
struttura lo consenta, la pianificazione intorno al com-
pimento dei 18 anni del paziente di una attivita ambu-
latoriale estesa rappresenta una situazione ideale per la
presentazione al paziente da parte del pediatra del team
diabetologico dell’adulto, in particolare della figura che
viene identificata come il coordinatore della transizione;
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il team dell’adulto ha il compito di presentare le fasi suc-
cessive del passaggio al giovane paziente e alla famiglia,
entrando nel dettaglio anche di aspetti pratici ed organiz-
zativi peculiari del centro di riferimento. Questo incontro
multidisciplinare puo essere anche l'occasione per fare il
punto sui bisogni formativi del paziente (educazione tera-
peutica in ambito diabetologico, conta dei carboidrati), e
sul monitoraggio delle complicanze croniche del diabete.
Questo primo incontro puo essere ulteriormente facilita-
to se uno dei componenti del team dell’adulto, idealmente
il coordinatore, ha partecipato in precedenza ad attivita
sociali (es. campo educativi per ragazzi diabetici) insieme
al team della pediatria, e rappresenta quindi un viso noto
per i giovani pazienti.

Nella fase successiva, il paziente viene accolto nell'ambu-
latorio dedicato alla transizione, nel quale per un anno
il paziente effettua una media di tre visite ambulatoriale
nelle qualiincontrasiail pediatra cheil diabetologo dell’a-
dulto; se nel primo incontro é ancora il pediatra a condur-
re la visita e viene affiancato dal diabetologo dell’adulto,
nelle visite successive gradualmente i ruoli si invertono.
Durante questo primo anno il paziente ha come figura di
riferimento il coordinatore, che nei limiti del possibile lo
aiuta anche in aspetti pratici come le prenotazioni degli
appuntamenti e la gestione di alcune situazioni urgenti.

Un aspetto controverso, € la presenza o meno dei genito-
ri durante la visita. Non é possibile dare indicazioni pre-
cise in un senso o nell’altro, dipende molto dal rapporto
del paziente con il genitore stesso e dalle aspettative di
quest’ultimo; tendiamo a scoraggiare la presenza di geni-
tori “troppo presenti”, che tendono a mantenere un ruolo
centrale sovrastando il paziente. E importante che il gio-
vane paziente venga responsabilizzato nel corso delle visi-
te congiunte, che percepisca di essere lui il “protagonista”
della visita e che il genitore assuma un ruolo di supporto.
Al termine del primo anno, il team dell’adulto compila la
scheda di follow-up (13-14), il paziente il questionario di
gradimento, e viene effettuata una verifica congiunta tra
i componenti del team pediatrico e del team dell’adulto.
Successivamente il paziente accede all'ambulatorio diabe-
tologico degli adulti.

CONCLUSIONE

La transizione rappresenta un momento molto delicato
peripazienti con diabete di tipo 1. Non ¢ possibile propor-
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Figurag @ Schema diprotocollo ditransizione. Gruppo di studio SIEDP-AMD-SID: Transizione dei giovani con diabete
mellito verso I'eta adulta: passaggio dal pediatra al medico dell’adulto. Il Diabete 23(1), Marzo 2011

Da parte del pediatra
prima del passaggio al centro dell’adulto

Schema di protocollo di transizione
Presso il Servizio di Diabetologia Pediatrica

B Prima visita alla presenza del personale della Diabetologia Pediatrica e del personale
della Diabetologia dell'Adulto (team di transizione) in spazi/ore/giorni dedicati

l

Presentazione da parte del team di transizione della Diabetologia Pediatrica (TtDP)
al team di Diabetologia dell’Adulto (TtDA) del giovane con diabete e della famiglia

- Consegna di dettagliata scheda clinica
Presentazione del team di transizione della Diabetologia dell’Adulto (TtDA)

- Consegna della Carta dei Servizi del centro dell’adulto e del progetto assistenziale

Presso il Servizio di Diabetologia dell’Adulto

- Seconda visita alla presenza del team di transizione (TtDP e TtDA) in spazi/ore/giorni dedicati

:

Presentazione del centro al giovane con diabete e avvio del progetto assistenziale

l

Follow-up
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re un modello standard di organizzazione che si adattiad
ogni realta, ma l'aspetto che risulta imprescindibile per
ottenere risultati in questa fase complicata della vita dei
pazienti sembra essere la strutturazione di un percorso
definito, che preveda anche della figura del coordinatore
della transizione.

E inoltre necessario monitorare nel tempo gli outcomes,
al fine di avere un feedback sulla correttezza della
strutturazione del team, ed eventualmente effettuare le
opportune correzioni.

Obiettivo ultimo dei team multidisciplinari coinvolti nel-
la transizione deve essere quello di fare in modo che il pa-
ziente gradualmente interiorizzi abitudini e conoscenze
che gli consentano una gestione consapevole della patolo-
gia nel corso della vita adulta.
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DEFINIZIONE E CLASSIFICAZIONE DEL LADA

Il diabete autoimmune é una patologia poligenica multifattoriale caratterizzata dalla distruzione delle B-cellule pan-
creatiche, subase autoimmune, e dal conseguente deficit assoluto di insulina (1). Il diabete latente autoimmune dell’a-
dulto, Latent Autoimmune Diabetes of the Adults (LADA) (2-4), € una forma di diabete autoimmune a lenta progressio-
ne che, in Italia, interessa circa il 5% degli adulti con una precedente diagnosi di diabete mellito tipo 2 (DM) (5), come
documentato dal progetto NIRAD (Non Insulin Requiring Autoimmune Diabetes) finanziato dalla Fondazione Diabete
e Ricerca della SID. Tale progetto, che ha coinvolto 83 centri uniformemente distribuiti su tutto il territorio nazionale,
ha contribuito in maniera significativa alla caratterizzazione di questa forma di diabete.

Recentemente riconosciuto nella classificazione del diabete mellito proposta dalla World Health Organization (WHO)
(6) e riportato dall’American Diabetes Association (ADA) (7), il LADA si contraddistingue per essere una forma di dia-
bete autoimmune lentamente progressiva, che esordisce in eta adulta (eta >30 anni), con un deterioramento della fun-
zione B-cellulare tale da non richiedere inizialmente trattamento insulinico (entro 6 mesi dalla diagnosi), a difterenza
del diabete mellito di tipo 1 (DM1) “classico” che necessita invece di terapia insulinica sostitutiva sin dalla diagnosi (s,
8). Rispetto ai soggetti affetti da DM2 i pazienti con LADA hanno un’eta di insorgenza della malattia ad eta inferiore
ed una ridotta prevalenza di sindrome metabolica (minore HOMA-IR, minore BMI, minore frequenza di ipertensione
arteriosa e dislipidemia)(s), ci6 sembra comportare una minore prevalenza di eventi cardiovascolari maggiori, come di
recente dimostrato (3, 9-11), cosi come ¢ stato dimostrato che i pazienti LADA hanno un minor rischio di insorgenza di
complicanze microvascolari nei primi anni di malattia a differenza dei soggetti affetti da DM2 (12). Tale “protezione”
risulta tuttavia reversibile a lungo termine a causa del peggiore compenso glicometabolico (12). Le caratteristiche dei
pazienti affetti da LADA sono quindi intermedie tra DM1e DM2, potendosi manifestare in diversi fenotipi clinici carat-
terizzati da differenti livelli di autoanticorpi GAD (13) (anti-decarbossilasi dell'acido glutammico) minore o maggiore
insulino-resistenza, deficit di secrezione insulinica endogena (14). Proprio l'eterogeneita fisiopatologica e clinica del
LADA pone spesso il diabetologo di fronte a importanti difficolta diagnostiche e terapeutiche.
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ILLADA, QUALE FORMA DI DIABETE AUTOIMMUNE

Numerosi studi hanno dimostrato che il LADA condivide caratteristiche genetiche sia con DM1 che con DM2 (15), seb-
bene geni specificamente coinvolti nella patogenesi LADA non siano ancora stati identificati. Simile al DM1, la suscet-
tibilita genetica al LADA é fortemente legata al sistema genetico complesso dell’HLA, in particolare gli aplotipi HLA-
DRB1 *04-DQB1 *0302 e HLA-DRB1 *0301- DQB1 *0201 conferiscono il rischio pit elevato (16). Nel 2018 ¢ stato eseguito il
primo studio di associazione sull'intero genoma (CWAS, Genome-Wide Association Study) di una coorte di oltre 2.000
pazienti LADA (16). Questo studio ha confermato che la base genetica del LADA puo essere principalmente assimilata a
quella del DM1, in particolare nei casi di LADA con elevati livelli di autoanticorpi CAD. Alcuni studi dimostrano anche
un’associazione con il fattore di trascrizione 7-like 2 (TCFyL2) associato al DM2 (17-18), maggiormente nei pazienti con
bassi livelli di anticorpi GADA (19). Pertanto, sia le varianti genetiche predisponenti al DM1 che la predisposizione po-
ligenica al DM2 hanno dimostrato di contribuire insieme al complesso background genetico del LADA.

Cosi come nel DM1, anche nel LADA I'insulite rappresenta il segno distintivo della distruzione immunomediata delle
B-cellule (20). Tale processo infiammatorio, inizialmente identificato mediante l'ausilio della scintigrafia pancreatica
(20) si caratterizza per un infiltrato di cellule immunitarie prevalentemente linfociti CD8+ citotossici, i principali ef-
fettori dell'autoimmunita pancreatica (1, 21).

I test diagnostici necessari per confermarne il sospetto clinico sono la determinazione dei marcatori di autoimmunita
e la valutazione della funzionalita B-cellulare mediante misurazione del C-peptide basale e dopo stimolo. Caratteri-
stica biochimica necessaria per la diagnosi di LADA ¢ infatti la positivita ad almeno uno dei quattro autoanticorpi co-
munemente riscontrati nel DM1 [CADA, 1A-2A (anticorpi anti-tirosina fosfatasi), ZnT8A (anticorpi anti-Trasportatore 8
dello zinco), IAA (anticorpi anti-insulina)]. Ilivelli di C-peptide possono anche coadiuvare I'inquadramento diagnosti-
co dei casi dubbi. Essi infatti diminuiscono pit lentamente nel LADA rispetto al DMz, e la valutazione di questo mar-
ker sierologico alla diagnosi, dopo 6 mesi e successivamente nel corso della malattia puo essere utile nel monitorare il
deterioramento B-cellulare e la conseguente progressione verso il fabbisogno insulinico (22-24).

Lautoanticorpo pit sensibile per la diagnosi di LADA é il GADA (4, 8), i cui livelli anticorpali, secondo quanto dimostra-
to dallo studio italiano NIRAD (5), puo seguire una distribuzione bimodale ed identificare dunque due sottopopolazio-
ni di pazienti, a basso e ad alto titolo anticorpale: i pazienti con elevati livelli di autoanticorpi sono mediamente nor-
mopeso e presentano un peggiore compenso glicemico, una minore prevalenza di sindrome metabolica ed una rapida
progressione verso il trattamento insulinico, avendo un fenotipo significativamente piu simile al DM1 (14). I restanti
autoanticorpi B-pancreatici (IA-2 nei diversi epitopi, IAA, ZnT8) sono invece meno frequenti nel LADA (25), tuttavia e
stato dimostrato come la positivita a 2 o piut di essi sia direttamente proporzionale al grado di deficit insulinico: un
numero di autoanticorpi maggiore si correla ad un depauperamento B-cellulare pit significativo (19-20). Lautoanticor-
po IA-2, meno frequente come marcatore dell'autoimmunita del LADA, é suddiviso in diversi epitopi, ognuno dei quali
possiede una propria immunoreattivita e si correla ai vari fenotipi del diabete autoimmune (26). Gli anticorpi rivolti
verso l'epitopo IA-2 .60 SONO presenti in circa il 30% dei pazienti LADA, e la presenza di essi sembra identificare una
popolazione di pazienti con caratteristiche cliniche e metaboliche maggiormente simili al DM2 (27). E stato infatti
rilevato che la presenza di GADA ¢ inversamente proporzionale al BMI dei pazienti con LADA, mentre la presenza degli
[A-2A (56560 aumenta con il crescere del valore del BMI (27). Ad avvalorare questa tesi, di recente, € stato dimostrato che
l'immunoreattivita della porzione extracellulare dell’anticorpo IA-2, che comprende anche parte del segmento [A-2
(s6-760)» COrTela in maniera significativa con un diabete autoimmune fenotipicamente simile al DM2 rispetto all'immu-
noreattivita nei confronti del frammento IA-2ic tipica di un diabete autoimmune con un profilo clinico “DMz1 simile”
(23). Nella tabella 1 é riportato un “update” sulle conoscenze relative al LADA, la caratterizzazione di questa forma di
diabete e stata possibile grazie ai numerosi studi effettuati negli ultimi anni e in particolare allo studio NIRAD.
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Tabella1

TOPIC

Definizione di LADA

Genetica

Fisiopatologia

Complicanze

@ Update delle conoscenze relative al | LADA

CONOSCENZE SINO AL 2017

Definizione dell'I DS del 2005 (8)

La genetica del LADA € ameta strada tra
DM1e DM2 (15).

La maggior parte degli studi sono spesso
condottiin unasingola popolazione e con
un piccolo sample size (42).

Il processo inflammatorio pancreatico
é stato evidenziato nel LADA mediante
scintigrafia pancreatica (20).

Il'livello dei GADA differenzia il LADAIn
sottotipi (5).

primi studi che mostrano che differenti
epitopi dell'anticorpo IA-2 differiscono tra
DM1 e LADA (26-27).

Pochi studi sottostimati e perlopil

Vol. 32, N. 3, ottobre 2020

CONOSCENZE ATTUALI

Definizione dell'IDS del 2005 (8)

Il primo genome-wide association study ha messo
definitivamente in luce che il LADA é una forma di DM1 con
minore carico genetico (16).

L'associazione di TCF7L2 con LADA é stata messa in
discussione (28).

Attualmente e disponibile uno studio fisiopatologico
sul pancreas di pazienti affetti da LADA che mostra
I'infiltrazione delle cellule immunitarie (cellule T CD8+ e
macrofagi) (1).

L'affinita dei GADA, oltre al livello, puo differire a seconda del
fenotipo clinico (28).

Studi di gruppi indipendenti rafforzano I'ipotesi
di differenti “epitope spreading” di IA2 e GAD65 (28).

Studi longitudinali a lungo termine mostrano:

trasversali sul rischio di complicanze e Tassiinferioridieventi cardiovascolarimaggiori nei

microvascolari nel LADA possono variare a LADA rispetto al DM2, spiegati dal migliore profilo

seconda della durata di malattia (42). cardiometabolico nei LADA (11).

e llrischiodi complicanze microvascolari é inferiore nei
LADA rispetto al DM2 alla diagnosi, ma influenzato a
lungo termine dal peggiore controllo metabolico (12).

La malattia macrovascolare nel LADA
risulta simile al DM2 nonostante
alcune differenze nelle caratteristiche
metaboliche (42).

Abbreviazioni: LADA: diabete autoimmune latente dell'adulto; IDS: Societa di Immunologia del Diabete; DM1: diabete tipo 1; DM2: diabete tipo 2;
GWAS: studio di associazione genome wide; GADA: anticorpi antiacido glutammico decarbossilasi; IA-2: anticorpo anti tirosina fosfatasi 2

TERAPIA DEL LADA: FOCUS SUL DOCUMENTO DI CONSENSO DEL PANEL DI ESPERTI

I soggetti affetti da LADA sono trattati con i medesimi strumenti terapeutici utilizzati per il DM2, anche perché la
maggior parte dei pazienti LADA sono inizialmente inquadrati come pazienti affetti da DM2. Soltanto di recente un
panel di esperti ha fornito il primo documento di consenso a riguardo (28).

In questa rassegna, riassumeremo le principali evidenze scientifiche ad oggi disponibili circa la terapia del LADA (Tab.
2), sottolineando quanto sia cruciale, in particolare per questa forma di diabete, un corretto inquadramento delle ca-
ratteristiche cliniche del singolo paziente al fine di personalizzare al meglio le scelte terapeutiche.

DIETA

La terapia medica nutrizionale é parte integrante del trattamento del diabete mellito in tutte le sue forme, ed é racco-
mandata fin dalla diagnosi al fine di preservare o migliorare la qualita di vita e di prevenire o curare le complicanze,
a breve e a lungo termine, e le comorbidita associate al diabete (29). La dietoterapia ¢ il primo fondamentale tassello
nella costruzione della corretta terapia del LADA. Nella sua eterogeneita, questa forma di diabete si associa a fattori
che favoriscono I'insulino-resistenza e il DM2, come il sovrappeso o l'obesita (30). Pertanto, le strategie nutrizionali (e
come vedremo di seguito anche farmacologiche) per il raggiungimento del controllo ponderale e glicemico adottate nel
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DM2 potrebbero essere le stesse per il LADA. Una recente revisione della letteratura ha riassunto i potenziali fattori di
rischio ambientali, legati allo stile di vita, per il LADA, identificando insulino-resistenza ed obesita come elementi
promuoventi la sua insorgenza (31) ed ipotizzando che le stesse modifiche dello stile di vita adottate per la prevenzio-
ne e cura del DM2 possano aiutare anche nella prevenzione e cura del LADA. In particolare, un aumentato rischio di
LADA é stato documentato nei forti consumatori di caffé (=4 tazze/die), soprattutto in pazienti con genotipo HLA ad
alto rischio (32), e nei consumatori di bevande zuccherate (assunzione giornaliera di pit1 di 400 ml al giorno di bevande
zuccherate) (33).

La dietoterapia nel LADA é inoltre necessaria per adeguare il trattamento insulinico, laddove necessario, all'apporto
di nutrienti.

VITAMINA D

Dati clinici recenti hanno suggerito che nel diabete autoimmune I'aggiunta della vitamina D, nelle sue diverse for-
mulazioni, possa espletare un’azione immunomodulatrice sulle isole di Langherans, proteggendo quindi la B-cellula
dalla distruzione immuno-mediata (34). A questo proposito, la vitamina D3 in aggiunta a saxagliptin potrebbe aiutare
a mantenere la funzione delle cellule B-pancreatiche nei LADA (35). E stato anche dimostrato che la combinazione di
terapia insulinica e 1-alfa OH D3 (alfacalcidiolo) potrebbe associarsi ad un incremento dei livelli di C-peptide basale
a digiuno nel 70% dei pazienti LADA, rispetto ai pazienti trattati con la sola insulina (36), e ad un allungamento del
tempo di insulino-indipendenza (37). Il razionale quindi dell'utilizzo della vitamina D come terapia adiuvante im-
munomodulante nel diabete autoimmune, ivi compreso il LADA, potrebbe risiedere nella sua potenziale capacita di
ripristinare la tolleranza immunitaria, nel contrastare la risposta autoimmune, nel rallentare la progressione della
malattia e nel conservare la massa e la funzione p-cellulare (34). Tuttavia, al momento studi clinici sull’efficacia della
vitamina D come agente immunomodulatore nel diabete autoimmune hanno portato a risultati inconcludenti ren-
dendo necessari studi specificamente condotti nella popolazione affetta da LADA.

METFORMINA

La metformina é la pietra miliare ed il farmaco di prima scelta nella terapia del DM2 (38), in quanto sicuro, efficace,
poco costoso e potenzialmente in grado di ridurre il rischio di decesso ed eventi cardiovascolari maggiori (39). Come gia
commentato, la maggior parte dei soggetti LADA riceve una errata diagnosi di DM2 ed un primo approccio terapeutico
con metformina, prima del corretto inquadramento diagnostico. Sebbene ci siano poche evidenze in merito all'utiliz-
zo di metformina nei pazienti con LADA, non ci sono evidenze scientifiche che ne controindichino l'utilizzo. E stato
recentemente dimostrato come la metformina, cosi come accade nel DM2, sia in grado di incrementare I'insulino-sen-
sibilita anche nel DM1 (40) e di migliorare alcuni fattori di rischio cardiovascolare, come il peso corporeo e/o I'assetto
lipidico, anche alla luce delle ultime evidenze sugli effetti anti-aterogeni del farmaco (41). Restano comunque limitate
le evidenze sugli effetti a lungo termine sul compenso glicemico nel diabete autoimmune. Al momento non risulta di-
sponibile alcun trial clinico randomizzato controllato circa l'efficacia della metformina sul compenso glicometabolico
e sulla funzionalita B-cellulare nei pazienti con LADA.

SECRETAGOGHI

Sebbene le evidenze scientifiche relative all'utilizzo di solfuniluree nei soggetti affetti da LADA (42) non siano numero-
se, gli studi in merito hanno comunque rilevato una stretta e significativa associazione tra il loro utilizzo ed un rapido
declino della funzione B-cellulare in termini di riduzione dei livelli basali e post prandiali di C-peptide, con conse-
guente necessita di terapia insulinica sostitutiva precoce (43-44) a causa di scompenso glicemico (45). Le sulfaniluree
sono dunque da evitare nel trattamento dei LADA.
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Tabella2 @ Vantaggie svantaggidelle diverse scelte terapeutiche per la gestione del diabete autoimmune dell’adul-
to (LADA)

FARMACO VANTAGGI SVANTAGGI
Vitamina D Proprieta immunomodulatorie Evidenze contrastanti sulla sua efficacia nel diabete
Metformina Basso costo Evidenze limitate nei LADA

Utile nei LADA coninsulino resistenza

Tiazolidinedioni Potenziale ruolo nel preservare la B-cellula Incremento ponderale
Effetti anti-apoptotici -cellulare Nessun effetto sui soggetti magri
Utile negliindividui con elevata insulino Ritenzioneidrica
resistenza

Solfuniluree Basso costo Rischio diipoglicemia

Esacerbazione dell'autoimmunita

Depauperamento della funzionalita B-cellulare

Acarbosio Utile nel controllo glicemico post-prandiale Nessuna evidenza nei LADA
Frequenti eventi collaterali gastrointestinali

DPP-1V inibitori Proprieta immunomodulatorie Effetti minimiipoglicemizzanti
Potenziale ruolo nel preservare sopravvivenza | Studio prospettici con piccola campionatura ed al
elafunzione delle cellule B momento inconclusivi

GLP-1 agonisti Buoni effetti su HbA1c e sui marcatori della Effetti collaterali gastrointestinali

recettoriali funzione delle cellule B Evidenze limitate nel LADA

SGLT-2 inibitori Effetti benefici cardiovascolari e renali Rischio di chetoacidosi euglicemica

Evidenze limitate nel LADA

Insulina Sicurezza ed efficacia provata Rischio diipoglicemia e di incremento ponderale
Soppressione dell'autoimmunita
Possibili benefici cardiovascolari nel LADA

Abbreviazioni: DPP4, dipeptidil peptidasi 4; GLP1, peptide1simile al glucagone; SGLT2, co-trasportatore sodio-glucosio

ACARBOSIO

Attualmente, non sono presenti in letteratura evidenze scientifiche in merito all'utilizzo di inibitori delle alfa-gluco-
sidasi nei pazienti LADA. Tuttavia, sono stati condotti un modesto numero di studi clinici controllati volti a valutare
l'efficacia dell'acarbosio come terapia di combinazione all'insulina nel DMz1. Tali studi concludevano che I'aggiunta di
acarbosio alla terapia insulinica poteva tradursi in una riduzione delle escursioni glicemiche post-prandiali, del fab-
bisogno insulinico giornaliero ed in un miglioramento del quadro lipidico, nonostante effetti avversi gastrointestinali
(diarrea, flatulenza) che spesso interferiscono sull'aderenza alla terapia (46-48).

TIAZOLIDINEDIONI

Pochi sono gli studi sull'utilizzo dei tiazolidinedioni in pazienti LADA, i quali tuttavia hanno evidenziato un loro po-
tenziale effetto protettivo anti-apoptotico sulla B-cellula (49). In considerazione degli effetti insulino-sensibilizzanti
degli agonisti del PPAR-gamma, tale classe di farmaci potrebbe essere ideale per il trattamento dei pazienti LADA
insulino-resistenti. Tuttavia, 'eventuale rischio di fratture ossee, di edema maculare e di incremento ponderale ad
essi connesso potrebbe limitarne l'utilizzo.
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DPP4I

Alcuni studi hanno suggerito un ruolo positivo nel miglioramento del controllo glicemico e nella preservazione della
funzione B-cellulare da parte dei farmaci che agiscono sul sistema delle incretine (44, 50-53). E stato, ad esempio, di-
mostrato che nei pazienti LADA il sitagliptin modifica il fenotipo T cellulare, aumentando le cellule T helper 2, protet-
tive, e diminuendo le cellule T helper 17, patogene, risultando anche in un miglioramento del controllo glicemico (54).
In un recente studio effettuato su 64 pazienti LADA (55) € stato confrontato il livello di C-peptide dopo stimolo con glu-
cagone a seguito di 21 mesi di trattamento con insulina vs sitagliptin. Il controllo metabolico durante I'intervento non
differiva tra i due bracci di trattamento e la funzione p-cellulare post-intervento era simile tra i due gruppi di pazien-
ti. Inoltre, i livelli di C-peptide erano significativamente peggiorati nel gruppo di pazienti con alti livelli di anticorpi
GADA, indipendentemente dal trattamento. Di contro, un altro studio, benché condotto su un numero limitato di
pazienti (n=30), ha rilevato come l'aggiunta di sitagliptin alla terapia insulinica, potesse avere un effetto benefico sul
declino del C-peptide rispetto al trattamento con la sola insulina (50). In un’analisi post-hoc di dati aggregati di cinque
studi randomizzati e controllati con placebo condotti su un totale di 2709 pazienti, il trattamento con saxagliptin ha
migliorato la funzione B-cellulare, come valutato dal’HOMA2-R e dal C-peptide postprandiale, sia nei pazienti GADA-
positivi che in quelli GADA-negativi (51). Un altro recente studio ha dimostrato, come la terapia combinata con vita-
mina D3 + saxaglitpin possa contribuire a preservare la funzione delle f-cellule pancreatiche nei pazienti con LADA
(35). Sebbene questi studi presentino diversi limiti (ad esempio la piccola dimensione del campione, i brevi periodi di
follow-up, l'eterogeneita tra gli studi), gli inibitori della dipeptidil-peptidasi 4 rappresentano una potenziale arma
terapeutica per una gestione efficace del LADA.

GLP1-RA

I potenziali benefici degli agonisti recettoriali del CLP1 (CLP-1RA) nei pazienti con LADA sono stati recentemente valu-
tati in un’analisi post-hoc di studi randomizzati di fase 3 (AWARD-2, -4 e -5) facenti parte del programma di sviluppo
clinico del farmaco dulaglutide nel trattamento del DM2. Lo studio ha mostrato che dulaglutide (un agonista del re-
cettore del GLP-1 somministrato una volta alla settimana) ha ridotto significativamente i livelli di HbA1c e aumentato
i markers di funzione B-cellulare nei pazienti definiti LADA (CADA positivi) (56). Il trattamento con dulaglutide, in
particolare, ha determinato una diminuzione sovrapponibile dei valori di HbA1c nei pazienti GADA-negativi e GADA-
positivi ad 1 anno dalla diagnosi, rilevandosi di poco pil efficace nei pazienti LADA con bassi livelli di autoanticorpi
rispetto a quelli con elevati livelli di autoanticorpi (56). Altri studi hanno tuttavia evidenziato una peggior risposta
glicemica agli analoghi del GLP-1RA exenatide e liraglutide in un piccolo gruppo di pazienti (n=19) con positivita auto-
anticorpale e bassi livelli di C-peptide a digiuno (0,25 nmol/L) (57). Sono comunque necessari studi su larga scala, pro-
spettici e randomizzati con follow-up a lungo termine per confermare 'efficacia dei GLP-1RA nel preservare il controllo
metabolico e nel ritardare la progressione verso la dipendenza da insulina nel LADA.

SGLT21

Un’opzione terapeutica promettente nella terapia del LADA potrebbe essere 'uso di inibitori del co-trasportatore sodio-
glucosio 2 (SGLT2i) per il loro potenziale ruolo nella rigenerazione delle B-cellule e nella capacita di ridurre 'HbA1c (58-
59), ma i dati disponibili sono ancora scarsi e il rischio di possibile chetoacidosi non deve essere trascurato. Sebbene
non siano stati condotti studi di intervento su pazienti con LADA, studi clinici internazionali, multicentrici e rando-
mizzati su oltre 5.000 pazienti con DM1 confermano l'efficacia e la sicurezza dell’aggiunta di SGLT2i a regimi insuli-
nici esistenti (58-61) in pazienti con diabete autoimmune. Dapagliflozin, e stato recentemente approvato dall’Agenzia
europea dei medicinali per I'uso in adulti con DM1, con BMI di almeno 27 kg/m? e che non siano riusciti a ottenere un
controllo glicemico adeguato nonostante la terapia insulinica ottimale. Lapprovazione si & basata sui dati degli stu-
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di clinici di fase III DEPICT. Linibizione dell’SGLT in aggiunta alla terapia insulinica conferisce ulteriori benefici in
termini di riduzione dell'HbA1c, di riduzione della variabilita del glucosio, di riduzione del peso, sebbene contenuta e
di ridotte dosi giornaliere totali di insulina, senza aumentare il rischio di ipoglicemia. Tuttavia, nel diabete autoim-
mune esiste un rischio maggiore di chetoacidosi, spesso non associata a iperglicemia, soprattutto nei pazienti non in
sovrappeso. Questa caratteristica é di particolare importanza in quei pazienti LADA con livelli di C-peptide medi o bas-
si, soprattutto se non trattati con insulina. 'SCLT2i potrebbe mascherare i segni di una progressione verso la carenza
di insulina (che spesso si presenta come iperglicemia post-prandiale) e tuttavia aumentare il rischio di chetoacidosi.
Pertanto, quando si decide di iniziare una terapia con SGLT2i nei pazienti con LADA, questi devono essere avvisati circa
I'importanza di monitorare la chetosi, misurando la chetonemia e/o la chetonuria regolarmente, anche giornalmen-
te, come raccomandato (62), e di interrompere 'SGLT2i prima di programmare procedure chirurgiche o in condizioni
metabolicamente stressanti associate con potenziali sintomi o segni di chetoacidosi. L'uso approvato degli SGLT2i sia
in pazienti con DM2 che in pazienti con DM1 selezionati, in particolare quelli in sovrappeso, suggerisce che potrebbero
essere agenti promettenti anche per il trattamento del LADA. Tuttavia, sono necessari altri studi per confermare tale

affermazione.
INSULINA

E noto che la terapia insulinica precoce é in grado di preservare la funzione delle cellule f (63). I pazienti con LADA
hanno, per definizione, una discreta funzione B-cellulare residua al momento della diagnosi e, in generale, una lenta
progressione verso la dipendenza da insulina. Una questione importante e ancora dibattuta é se per questi pazienti la
terapia insulinica debba essere o meno un trattamento precoce (64). Difatti, non esistono molti dati da studi rando-
mizzati e controllati con una durata sufficiente del follow-up per trarre una conclusione. Dati a sostegno dell’efficacia
diun trattamento insulinico precoce nel trattamento del LADA provengono da un’analisi post-hoc dello studio UKPDS,
che sembra suggerire una riduzione della mortalita cardiovascolare nel sottogruppo di pazienti positivi agli autoanti-
corpi trattati con insulina sin dalla diagnosi (11). Questo risultato dovrebbe pero essere valutato in studi interventistici
controllati randomizzati, in particolare alla luce dei benefici cardiovascolari che sono stati osservati con alcune nuove
classi di farmaci euglicemizzanti. Inoltre, nonostante queste evidenze, ¢ ancora difficile determinare il momento pitt
adatto per iniziare la terapia insulinica ed il giusto regime di terapia insulinica. l'insulina, dunque, ¢ spesso la scelta
terapeutica piu frequente nei pazienti con LADA per la sua comprovata efficacia sia nel controllo dell'iperglicemia che
nel preservare le p-cellule. Tuttavia, in alcuni pazienti che mostrano un fenotipo resistente all'insulina e con una
buona riserva di cellule B, I'insulina, che é associata ad un aumentato rischio di ipoglicemia e ad aumento di peso,
potrebbe non essere la migliore strategia terapeutica.

QUALE ALGORITMO TERAPEUTICO? VERSO LA PERSONALIZZAZIONE DELLA TERAPIA DEL LADA

Obiettivo generale di un approccio personalizzato per la gestione del LADA é quello di ottenere un buon controllo me-
tabolico e preservare la funzione delle cellule p. E importante sottolineare che, per una corretta personalizzazione
della terapia, il primo passo e stabilire le caratteristiche cliniche e fisiopatologiche del singolo paziente, per poi poter
scegliere il percorso terapeutico pitt adeguato.

Atalriguardo, la misurazione del C-peptide potrebbe essere d’aiuto per ottimizzare il processo decisionale per la scelta
del trattamento dei pazienti con LADA. E stato infatti proposto di individuare tre categorie di pazienti LADA sulla base
dei valori del C-peptide (Tab. 3):

1. Pazienti con livelli di C-peptide <o0,3 nmol/L, periquali e raccomandabile I'inizio della terapia insulinica multiiniet-
tiva.

2. Pazienti con valori di C-peptide 20,3 e <0,7 nmol/L (“zona grigia”), per i quali si consiglia di seguire le linee guida
dell’American Diabetes Association (ADA)/European Association for the Study of Diabetes (EASD) per il trattamento
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Tabella3 @ Valoridel C-peptide e raccomandazioni terapeutiche

MARCATORE VALORE C-PEPTIDE RACCOMANDAZIONE

C-peptide <0,3nmol/L Iniziare trattamento insulinico multiiniettivo
20,3e<0,7nmol/L Iniziare trattamento secondo le linee guida ADA/EASD come per il
("zona grigia”) DMz, evitando sulfaniluree; e considerare 'uso di insulina basale in

combinazione con GLP1-RA 0 SGLT2i se HbA1C >9%

>0,7nmol/L Iniziare trattamento secondo le linee guida ADA/EASD come per il DM2;
monitorare C-peptide nel tempo

del DM2, evitando i farmaci ipoglicemizzanti che possono avere un effetto negativo sul deterioramento della funzione
B-cellulare. E consigliabile da subito l'utilizzo della terapia insulinica in combinazione ad altre terapie con dimostrata
efficacia nella prevenzione delle complicanze del diabete, se HbA1C >9%. Il follow-up dei pazienti in questa categoria
dovrebbe avvenire almeno ogni 6 mesi. Inoltre, & importante sottolineare che molti pazienti affetti da DM1 ad esordio
in eta adulta presentano al momento della diagnosi livelli di C-peptide simili ai pazienti con LADA; pertanto i pazienti
con marcata iperglicemia potrebbero dover iniziare sin da subito una terapia insulinica multiiniettiva con uno stretto
follow-up della terapia.

3. Pazienti con valori di C-peptide >0,7 nmol/L, per i quali & raccomandabile seguire le linee guida del’American Dia-
betes Association (ADA)/European Association for the Study of Diabetes (EASD) per il trattamento del DM2, con la dif-
ferenza che nei pazienti con LADA dovrebbe essere eseguita frequentemente la determinazione del C-peptide, soprat-
tutto in caso di peggioramento del controllo metabolico.

La metformina é raccomandata nei pazienti GADA-positivi (in particolare se obesi) che non possono essere “controllati”
con la sola dieta. L'aggiunta di altri agenti ipoglicemizzanti, come i farmaci incretino mimetici (GLP-1RA o DPP-4i),
TZD e SGLT2i, puo conferire alcuni vantaggi aggiuntivi, ad es. perdita di peso, protezione cardiovascolare/renale.

CONCLUSIONI

Lidentificazione ed il trattamento del LADA pongono i medici dinanzi a delle sfide cliniche significative. Alcuni pro-
gressi rilevanti nella comprensione della fisiopatologia e delle implicazioni cliniche di tale forma di diabete sono stati
compiuti molto recentemente, ma, nonostante il progresso della ricerca, il problema clinico di come gestire i pazienti
con il LADA non é stato ancora del tutto risolto. Gli obiettivi della terapia ideale dovrebbero essere la preservazione
delle cellule B-pancreatiche residue, il raggiungimento di un adeguato controllo metabolico, il dilazionamento o la
prevenzione delle complicanze micro e macrovascolari. Tuttavia, l'elevata eterogeneita del LADA rende molto difficile
identificare la terapia ottimale per questa forma di diabete. La soluzione preferibile potrebbe essere un approccio indi-
vidualizzato, con una terapia su misura basata sulle caratteristiche dei singoli pazienti.
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Adding vitamin D3 to the dipeptidyl peptidase-4 inhibitor saxagliptin has the
potential to protect -cell function in LADA patients: A 1-year pilot study e
Risultati di uno studio pilota per la valutazione degli effetti della vitamina D3, in aggiunta ad
un inibitore di DPP-1V, sulla funzionalita 8-cellulare in pazienti LADA

Ziwei Zhang, Xiang Yan, Chao Wu, Xieyi Pei, Xia Li, Xiangbing Wang, Xiachong Niu, Hongwei Jiang, Xiaomin Zeng, Zhiguang
Zhou
Diabetes Metab Res Rev 36: €3298, 2020

L'Editoriale di questo numero a firma della prof.ssa Raffaella Buzzetti e dei suoi collaboratori, riassume brillantemen-
te lo stato dell’arte dell’approccio terapeutico al diabete autoimmune dell’adulto (LADA). Tra i diversi possibili inter-
venti farmacologici, gli autori di questo studio, condotto in 40 ospedali cinesi, hanno concentrato la loro attenzione
sul ruolo della vitamina D3 somministrata in aggiunta al trattamento con inibitori di DPP-1V e alla terapia standard
con metformina e/o insulina. I 60 soggetti inclusi nello studio sono stati assegnati tramite un algoritmo di normaliz-
zazione ad uno dei seguenti gruppi di trattamento: terapia standard (gruppo A, n=21); terapia standard+saxagliptin
(gruppo B, n=20), terapia standard+saxagliptin+vitamina D3 (gruppo C, n=19). I soggetti sono stati esaminati al tempo
zero e poi a 3,6 e 12 mesi dall’'inizio del trattamento. La funzionalita B-cellulare é stata valutata tramite test di tolle-
ranza al pasto misto (44,4% di calorie dai carboidrati, 47,7% dai grassi e 7,9% dalle proteine per un totale di 543,6 kCal).
Nel gruppo C, in trattamento con vitamina D3, si osservava un significativo miglioramento del rapporto tra livelli di
peptide C e glucosio (indice del C-peptide) sia a digiuno che dopo carico, ad indicare un miglioramento della funzione
delle B-cellule pancreatiche.

Nel gruppo C inoltre si osservava, come atteso, un significativo incremento dei livelli sierici di vitamina D3. Il titolo
degli anticorpi CAD risultava inoltre significativamente ridotto a 6 mesi nei soggetti in trattamento con vitamina D3,
mentre non si osservavano variazioni significative negli altri due gruppi.

In nessuno dei tre gruppi di trattamento sono state osservate variazioni di ICM (Indice di Massa Corporea), valori
pressori, glicemia post-prandiale, livelli di emoglobina glicata e parametri lipidici. Le dosi di insulina utilizzate era-
no piu elevate nel gruppo C all'inizio del trattamento, il che potrebbe suggerire che la funzionalita B-cellulare fosse
maggiormente compromessa in questo gruppo all'inizio dello studio. Ben il 40% dei soggetti, indipendentemente dal
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Figurai1 @ Variazione del rapporto tra peptide C e glicemia a digiuno (FCPI) e dopo carico (PCPI) nel corso dello studio,
nei tre gruppi di trattamento. La linea tratteggiata si riferisce al gruppo A, la linea a puntini al gruppo B e la linea conti-
nua al gruppo C. Il simbolo # indica un valore di significativita p<o.os
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gruppo di trattamento, non mostrava un buon control-
Figuraz2 @ Titolo degli anticorpi GAD all’inizio dello

studio (colonne bianche) e dopo 12 mesi di trattamento
(colonne nere). Il simbolo # indica un valore di significati-

lo della malattia; i livelli di emoglobina glicata rima-
nevano infatti superiori al 7% anche dopo un anno di
vita p<o.o5 trattamento. Gli autori attribuiscono questo fallimen-
to terapeutico ad una scarsa attenzione dei pazienti nei

confronti della propria malattia, senza approfondire la

1000- questione. Al di la delle motivazioni, tuttavia, questo
;é" 800- dato sottolinea come sia fondamentale individuare una
S 4 terapia efficace nei pazienti con LADA.

5 600+ Pur considerando il campione limitato e la durata in-
_% sufficiente dello studio, esso rappresenta un interes-
- 400+ sante spunto per ipotizzare nuovi approcci terapeutici
E‘: 200- per il trattamento del LADA. Come ben spiegato nell’E-
© ditoriale, il razionale per I'impiego della vitamina D3

0- v . in questa forma di diabete é legato alla capacita di tale

A B c vitamina di modulare la risposta autoimmune, sono
pero necessari ulteriori studi, su popolazioni pitt ampie
per confermare l'efficacia di questo approccio.
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Nel novembre del 2018 il servizio denominato “Journal Club”, attivo gia da qualche anno, si é rinnovato con l'ingresso di nuovi esperti delle 24 aree
diinteresse diabetologico che selezionano ogni giorno un articolo dalla letteratura scientifica da segnalare ai soci SID. In questa rubrica della Ri-
vista vengono richiamati i commenti che maggiormente hanno suscitato I'attenzione dei lettori, per le diverse tematiche; in questo terzo numero
dellanno troverete quindi i commenti con il maggior numero di visualizzazioni per sei diverse tematiche.

Immunologia e patogenesi del diabete tipo 1
Origini del virus SARS-CoV2: genetica ed evoluzione in nostro soccorso - A cura di Alessandra Petrelli e Guido
Sebastiani
Andersen KG, Rambaut A, Lipkin WI, Holmes EC, Garry RF. The proximal origin of SARS-CoV-2. Nature Medicine
26(4): 450-452, 2020.
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si-del-diabete-tipo-1/2714-the-proximal-origin-of-sars-cov-2

INSULINO-RESISTENZA E DIABETE TIPO 2
Perdita di peso e ripristino della funzione p-cellulare: risultati uguali per qualsiasi glicemia a digiuno? - A cura
di Teresa Mezza
Rothberg AE, Herman WH, Wu C, IglayReger HB, Horowitz JF, Burant CF, Galecki AT, Halter JB. Weight Loss Improves
B-Cell Function in People with Severe Obesity and Impaired Fasting Glucose: A Window of Opportunity. J Clin Endo-
crinol Metab 105(4): €1621-e1630, 2020.
Link al commento del Journal Club: http://www.siditalia.it/ricerca/journal-club/insulino-resistenza/2549-weight-
loss-improves-cell-function-in-people-with-severe-obesity-and-impaired-fasting-glucose-a-window-of-opportunity

Ipertensione e diabete

Glifozine e scompenso cardiaco sicurezza anche negli anziani -A cura di Angela Sciacqua
Cahn A, Mosenzon O, Wiviott SD, Rozenberg A, Yanuv I, Goodrich EL, Murphy SA, Bhatt DL, Leiter LA, McGuire
DK, Wilding JPH, Gause-Nilsson IAM, Fredriksson M, Johansson PA, Langkilde AM, Sabatine MS, Raz I. Efficacy
and Safety of Dapagliflozin in the Elderly: Analysis From the DECLARE-TIMI 58 Study. Diabetes Care 43(2): 468-475,
2020.
Link al commento del Journal Club: http://www.siditalia.it/ricerca/journal-club/ipertensione-e-diabete/2627-effi-
cacy-and-safety-of-dapagliflozin-in-the-elderly-analysis-from-the-declare-timi-58-study

Mortalita, tumori e altri tipi di danno d'organo

Si vive di pili e meglio con un corretto stile di vita! - A cura di Laura Sciacca e Agostino Milluzzo
LiY, Schoufour J, Wang DD, Dhana K, Pan A, Liu X, Song M, Liu G, Shin HJ, Sun Q, Al-Shaar L, Wang M, Rimm
EB, Hertzmark E, Stampfer MJ, Willett WC, Franco OH, Hu FB. Healthy lifestyle and life expectancy free of cancer,
cardiovascular disease, and type 2 diabetes: prospective cohort study. BMJ 368: 16669, 2020.
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Link al commento del Journal Club: http://www.siditalia.it/ricerca/journal-club/neuropatia/2492-risk-of-diabe-
tes-associated-diseases-in-subgroups-of-patients-with-recent-onset-diabetes-a-5-year-follow-up-study

231



MEDICINA TRASLAZIONALE

a cura di Lorella Marselli

Dipartimento di Medicina Clinica e Sperimentale, Universita di Pisa

Gl organoidi: modelli 3D Mara Suleiman’, Agnese Filippello?, Salvatore
per lo studio del diabete Piro?, Nicola Marrano? e Annalisa Natalicchio3

'Dipartimento di Medicina Clinica e Sperimentale, Universita di Pisa; ?Di-
partimento di Medicina Clinica e Sperimentale, Universitd degli Studi di
Catania; 3Dipartimento dell'Emergenza e dei Trapianti di Organi, Univer-
sitd degli Studi di Bari Aldo Moro

https://doi.org/10.30682/ildia2003f

Il diabete costituisce una delle piti importanti questioni sanitarie, sia per la prevalenza della malattia che per le com-
plicanze ad essa associate. I farmaci al momento disponibili consentono il ripristino di una condizione di euglicemia
e la prevenzione delle complicanze, ma non portano a guarigione. Per raggiungere questo obiettivo e necessaria una
migliore comprensione della patologia sia a livello delle strutture e tessuti coinvolti nella regolazione dell'omeostasi
glicemica, quali isole pancreatiche, intestino, fegato, tessuto muscolare e tessuto adiposo, sia a livello degli organi ed
apparati associati alle complicanze. Pertanto, modelli di malattia, che consentano di studiare la patogenesi del diabe-
te e la fisiopatologia a livello degli organi e tessuti coinvolti, e consentano lo screening di nuovi farmaci, costituiscono
un valido supporto. Al riguardo un contributo importante deriva dagli organoidi (1).

GLI ORGANOIDI

Gli organoidi sono strutture biologiche derivate da cellule staminali pluripotenti (Pluripotent stem cells, PSCs) o da
cellule staminali/progenitrici adulte (Adult tissue-resident stem cells, ASCs), caratterizzati da una struttura tridi-
mensionale (3D) riproducente le caratteristiche dell’'organo in vivo, sia per quanto riguarda la composizione cellulare
che gli aspetti funzionali specifici (2).

I primi organoidi sono stati ottenuti nel 2009 da ASCs isolate dalle cripte intestinali di topo e di uomo (3-4). Fondamen-
tali per questo risultato sono stati studi che avevano identificato la matrice extracellulare e fattori di crescita, come
ECF (Epidermal Growth Factor), Noggin e R-spondin, quali componenti essenziali della nicchia delle cellule staminali
intestinali (3). Pressoché contemporaneamente, organoidi intestinali sono stati ottenuti da PSCs umane mediante
differenziazione e successiva coltura in una matrice 3D in presenza di fattori di crescita (5-6). In entrambi i casi, gli
organoidi ottenuti avevano una composizione multicellulare e presentavano strutture organizzate in cripte e villi ri-
producenti l'architettura delle stesse strutture invivo (3, 6).

I due studi, per lo sviluppo e applicazione di nuove tecniche e protocolli, sono stati fondamentali nel settore, rendendo
possibile il successivo ottenimento di organoidi da tessuti diversi, quali lingua, polmone, fegato, rene, pancreas, pro-
stata, ghiandola mammaria, cervello e orecchio interno.
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MODELLI IN VITRO DI MALATTIA

Modelli invitro di malattia sono utilizzati in tutti gli ambiti della ricerca medica. I vantaggi associati al loro utilizzo
sono la possibilita di controllare le variabili sperimentali, di manipolare le cellule, e di misurare con precisione le
risposte biologiche e biochimiche. I modelli maggiormente utilizzati fino ad ora sono le linee cellulari e le colture di
cellule primarie, entrambe pero presentano dei limiti. Le prime, coltivate in 2D, non necessariamente si comportano
invitro come se fossero invivo, in quanto le condizioni di coltura non riproducono fedelmente il microambiente presente
invivo. Inoltre, le cellule “immortalizzate” sono necessariamente trasformate, questo le allontana dalla condizione
biologica di “normalita”, ponendo la questione di quanto esse possano essere rappresentative della condizione fisiolo-
gica. Al contrario, le colture di cellule primarie costituiscono modelli fisiologicamente piti vicini al tessuto o organo da
cui derivano, in quanto contengono una popolazione di cellule rappresentativa del tessuto di origine. Tuttavia, anche
queste colture presentano dei limiti, pressoché di natura tecnica: le cellule primarie non possono essere mantenute in
coltura per lunghi periodi, ponendo la necessita di un approvvigionamento da donatori di tessuto multipli. Inoltre, le
cellule primarie sono difficili da manipolare geneticamente. Questi limiti possono essere superati con gli organoidi,
trattandosi di strutture tessutali primarie in 3D, multicellulari, auto-rigeneranti, riproducenti le caratteristiche dei
tessuti che replicano, anche se coltivati per molti anni (7).

La principale potenzialita degli organoidi in ambito medico deriva dalla possibilita di ottenerli a partire da ASCs o PSCs
derivate dal paziente, portando cosialla creazione di un modello di malattia del tessuto primario che apre la strada alla
medicina personalizzata (8-9). Ad ora hanno avuto applicazione in studi fisiologici riguardanti la funzione dei geni, lo
sviluppo cellulare, la fisiologia di cellule e tessuti e I'interazione ospite-microbioma. La loro utilita e pero chiaramente
associata alla possibilita di poterli utilizzare quali modelli per lo studio di malattie genetiche, infettive e neoplasti-
che, per lo screening di farmaci e nell’'ambito della medicina rigenerativa (10-11). Al riguardo, utile € la possibilita di
tracciarne le caratteristiche genetiche e molecolari, e la possibilita di studiarli mediante tecniche di laboratorio sia
standard che di alta tecnologia. Per esempio, possono essere facilmente manipolati utilizzando la tecnica di “editing”
genico CRISPR-Casg (12), possono essere studiati utilizzando la spettrometria di massa (13), la citofluorimetria (14), le
tecnologie “omiche” applicabili alle cellule singole (15), e le tecniche di immagine (16). Tuttavia, come altri modelli,
anche gli organoidi presentano dei limiti, in parte riconducibili a fattori tecnici e in parte biologici. Un limite tecnico
él'inconsistenza del tasso di crescita e del tempo di differenziazione tra i varilaboratori; ad essa possono contribuire le
matrici (Matrigel Matrix e Basement Membrane Extract) indispensabili per la crescita 3D, trattandosi di strutture di
derivazione animale, che facilmente presentano variabilita tra lotti diversi, come pure la diversa concentrazione dei
fattori di crescita contenuti nei mezzi di coltura condizionati prodotti nei singoli laboratori. I limiti biologici sono ri-
conducibili alla mancanza, nel contesto dell'organoide, di molti componenti normalmente presenti ed essenziali negli
organi invivo, come la presenza di strutture nervose e vascolari, cellule del sistema immunitario innato o adattativo;
inoltre, gli organoidi difficilmente raggiungono la maturita degli organi invivo. Al riguardo, strutture simili al tessuto
maturo sono state ottenute mediante trapianto ortotopico di organoidi PSCs-derivati in siti tessutali diversi (17). Per
esempio, segmenti di intestino sono stati ottenuti con il trapianto di organoidi intestinali sotto la capsula renale (18),
mentre organoidi pancreatici umani costituiti da strutture acinari e simil-duttali sono stati ottenuti con il trapianto
di PSCs nel pancreas di topo (19). Infine, la composizione multicellulare 3D di un organoide, che ne rappresenta un
elemento di forza, puo talora costituire un elemento di debolezza rendendo difficile l'accesso al lume delle strutture
cave per lo studio delle interazioni tra fattori ambientali ed epitelio. Ovviamente, nessun modello & perfetto e cosi pure
gli organoidi; tuttavia, il settore si sta muovendo verso una sempre migliore standardizzazione che dovrebbe aiutare i
ricercatori a trovare risposte a questioni biologiche importanti.
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GLI ORGANOIDI: UNA OPPORTUNITA PER LA RICERCA DIABETOLOGICA

Nuove opportunita nella ricerca diabetologica derivano dalla possibilita di creare modelli tessutali di malattia pri-
maria, modelli di tessuti insulino-sensibili e di tessuti periferici bersaglio delle complicanze del diabete, a partire
da cellule primarie, evitando cosi 'utilizzo di cellule trasformate o la necessita di un grande numero di donatori. Gli
organoidi possono essere generati anche da cellule ottenute da individui portatori di varianti genetiche o, in alternati-
va, 'espressione di tali varianti puo essere indotta con la tecnica CRISPR/Casg, rendendo possibile una valutazione del
loro contributo nella patogenesi del diabete. I risultati di questi studi possono fornire importanti informazioni per la
stratificazione dei pazienti e per interventi specifici. Gli organoidi hanno inoltre la potenzialita di accelerare la ricerca
diabetologica nell'ambito della terapia cellulare sostitutiva, essendo la tecnologia tesa verso la produzione di nuove
fonti di B-cellule (20-21). Siritiene pertanto che questi modelli possano fornire nuove opportunita per la comprensione
della fisiopatologia e per la cura del diabete.

TESSUTI COINVOLTI NELLA REGOLAZIONE DELL'OMEOSTASI GLICEMICA

Pancreas

Le isole pancreatiche hanno un ruolo centrale nell'insorgenza e progressione della malattia diabetica; pertanto, la
comprensione dei meccanismi patogenetici coinvolti nel danno B-cellulare, la conoscenza della fisiopatologia delle
cellule insulari nella condizione diabetica e lo studio dei difetti B-cellulari associati a varianti genetiche potrebbero
aprire la strada verso la scoperta di nuovi farmaci. Da questo punto di vista, gli organoidi insulari umani, oltre a
costituire un valido supporto per lo studio della patologia a livello insulare, possono rappresentare anche un valido
strumento per lo screening di nuovi farmaci.

I primi organoidi pancreatici sono stati ottenutiti da cellule progenitrici pancreatiche embrionali di topo e di uomo dal
gruppo di Anne Grapin-Bolton (22) e Raphael Scharfmann (23), rispettivamente. Gli organoidi, coltivati in Matrigel,
avevano inizialmente la struttura di sfere cave costituite da cellule progenitrici, la cui attivita replicativa e lo stato
indifferenziato erano mantenuti da fattori di crescita (22-23); 'opportuna modificazione del mezzo di coltura ne favo-
riva il differenziamento, con la generazione di strutture aventi le caratteristiche delle linee cellulari acinari, duttali o
endocrine negli organoidi murini (22), o esprimenti marcatori molecolari delle cellule progenitrici pancreatiche negli
organoidi umani (23). Pressoché contemporaneamente, organoidi sono stati ottenuti da cellule staminali adulte CD133*
derivate dal pancreas di topo (24) e di uomo (25). Dopo l'espansione invitro, modificando la tecnica di coltura, le cellule
murine sono state differenziate in tutte le linee cellulari pancreatiche (24); al contrario, per la differenziazione delle
cellule CD133* umane nelle linee endocrine, si é resa necessaria l'espressione transgenica dei fattori di trascrizione
NGN3, MAFA, PDX1 e PAX6, regolatori dello sviluppo insulare (25). Le strutture simil-p-cellulari sono state in grado di
sintetizzare e rilasciare C-peptide in risposta a basse e ad alte concentrazioni di glucosio (2,5 mM e 16,7 mM) negli orga-
noidi murini (24), mentre hanno risposto solo a basse concentrazioni di glucosio (2,0 mM) negli organoidi umani (25),
deponendo per una immaturita funzionale delle strutture di derivazione umana.

Cli sforzi successivi si sono quindi concentrati sul miglioramento delle tecniche di coltura e il perfezionamento di pro-
tocolli con l'obiettivo di ottenere strutture simil-p-cellulari umane funzionalmente mature, condizione indispensa-
bile per lo studio dei difetti B-cellulari alla base della malattia diabetica. Al riguardo, colture in sospensione di PSCs e
cellule staminali embrionali (Embryonic Stem Cells, ESCs) umane, associate all'utilizzo di protocolli scalabili, hanno
portato alla differenziazione con generazione di strutture simil-B-cellulari responsive alla stimolazione con basse ed
elevate concentrazioni di glucosio invitro, ma con la capacita di rimanere funzionali in vivo, nel topo trapiantato, solo
per breve tempo (26-27). Un ulteriore passo in avanti € stato fatto con la produzione di organoidi aventi una struttura
3D simil-insulare ottenuti da ESCs (28-29) e PSCs (29) umane: utilizzando protocolli di differenziazione graduale, gli
organoidi rilasciavano insulina in risposta al glucosio invitro, tale capacita era conservata invivo e, quando trapiantati
in topi diabetici, ne normalizzavano la glicemia. Studi pit recenti hanno consentito di ottenere organoidi insulari pitt

234



Vol. 32, N. 3, ottobre 2020

CO-COLTURA in ORGANOIDI INSULARI-SIMILI
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Organoidi possono essere ottenuti da ESCs umane differenziate in cellule progenitrici pancreatiche (ESCs-PP) poste su una piattaforma di idrogel,
per formare, in presenza di cellule endoteliali umane del cordone ombelicale (HUVECs), organoidi insulari-simili endotelizzati. Organoidi insulari-
simili vascolarizzati possono essere ottenuti da iPSCs coltivate in un sistema di auto condensazione, in presenza di HUVECs e MSCs, che porta alla
formazione di organoidi insulari-simili contenenti cellule endoteliali organizzate in strutture vascolari. Rappresentazione schematica ottenuta e
modificata da Candiello et al. (30) e Takahashi Y et al. (31)

complessi e maturi, contenenti cellule endoteliali e strutture vascolari, co-coltivando ESCs e cellule endoteliali umane
ottenute dal cordone ombelicale (human umbilical cord-derived endothelial cells, HUVECs) in idrogel sintetici (30), o
co-coltivando PSCs indotte (iPSCs), HUVECs e cellule staminali mesenchimali (Mesenchimal Stem Cell, MSCs) in un
sistema di auto condensazione (31) (Fig. 1). Tali organoidi presentavano un miglioramento delle caratteristiche fun-
zionali sia invitro che invivo, un migliore attecchimento dopo il trapianto e un migliore potenziale terapeutico quando
trapiantati in topi diabetici (31).

Gli organoidi insulari costituiscono un modello migliore rispetto alle tradizionali linee B-cellulari. Tuttavia, nono-
stante il miglioramento strutturale e funzionale, presentano ancora un limite, che é la loro immaturita funzionale;
infatti, non riescono a rilasciare insulina in maniera adeguata in risposta a stimoli di natura fisiologica sostenuti
da nutrienti. Per tale motivo, le colture primarie di isole pancreatiche rappresentano ancora il “gold standard” per lo
studio funzionale.

Per le loro caratteristiche, € intuitiva la potenzialita degli organoidi insulari per lo studio del diabete mellito di tipo 2
(DMT2) e per lo studio del diabete associato a varianti genetiche. Queste strutture potrebbero inoltre essere utilizzate
per lo studio dei processi che portano a distruzione delle B-cellule su base immunitaria, come nel diabete mellito di
tipo 1, o per studiare le modalita con cui i loci di suscettibilita genetica interagiscono con il sistema immunitario per
guidare l'insorgenza e la progressione della malattia. I modelli per lo studio di queste interazioni potrebbero andare
dalla semplice aggiunta di citochine al mezzo di coltura o all'utilizzo di mezzi condizionati mediante coltura di cellule
immunitarie (32), alla co-coltura con cellule immunitarie attivate (33), o all'utilizzo di tecniche pitu complesse svilup-
pate per mimare i microambienti immunitari tumorali (34).
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Gli organoidi pancreatici risultano particolarmente utili anche per la comprensione della morfogenesi del pancreas e
lo sviluppo insulare. Per esempio, uno screening genetico funzionale tra organoidi derivati da progenitori SOX9*, ha
identificato nel gene Prdmi6, codificante un fattore di trascrizione, un nuovo regolatore di sviluppo insulare (35), con
la potenzialita di poter utilizzare la sua funzione nell'ambito della medicina rigenerativa. Organoidi derivati da PSCs
umane sono stati utilizzati per delineare gli aspetti pancreatici della fibrosi cistica e per lo screening di un set di atti-
vatori del regolatore della conduttanza trans-membrana della fibrosi cistica (CFTR) (19).

Intestino

Dal 1986, anno in cui é stato descritto l'effetto incretinico nel paziente con diabete mellito (36), l'intestino ha comin-
ciato a ricevere molto interesse come organo in grado di produrre ormoni. Alla data attuale sono stati descritti almeno
20 differenti ormoni prodotti dall'intestino; tra questi il GIP (Clucose-dependent Insulinotropic Polypeptide) (37) ed il
GLP-1 (Glucagon-Like Peptide 1) (38). Data la loro importanza nel campo del diabete, dell'obesita e delle malattie car-
diovascolari, molta attenzione é stata rivolta alla produzione di ormoni intestinali ed alla possibilita di modulare e
controllare la loro secrezione sia in condizioni fisiologiche che in corso di malattie. La possibilita di creare strutture in
grado di ripercorrere le tappe di sviluppo delle cellule endocrine intestinali riveste molto interesse, non solo nel campo
della medicina rigenerativa. Diversi studi hanno dimostrato che gli organoidi intestinali offrono nuove opportunita
di ricerca per comprendere la fisiologia e la fisiopatologia delle cellule endocrine intestinali (1).

Cli organoidi intestinali sono stati isolati per la prima volta da Sato et al. dalle cripte intestinali presenti nell'intestino
tenue murino (3). Questi, facilmente isolabili in laboratorio, sono in grado di auto-organizzarsi in strutture tridimen-
sionali ricapitolando sia I'architettura cripta-villo (Fig. 2A) che la fisiologia dell’epitelio intestinale e sono costituiti da
tuttii tipi di cellule intestinali incluse le cellule staminali e le cellule enteroendocrine.

Le cellule enteroendocrine, insieme alle altre cellule intestinali originano tutte da nicchie di cellule staminali pre-
senti all'interno delle cripte intestinali. Le cellule staminali intestinali sono in grado di proliferare regolarmente,
dando origine ad una popolazione di progenitori cellulari chiamate cellule TA (Transit Amplifying) che proliferano e si
differenziano migrando dall’area profonda delle cripte all’apice del villo intestinale; le cellule TA, a loro volta, vanno
incontro a differenziamento, dando origine agli enterociti, alle cellule enteroendocrine ed alle cellule caliciformi (39);
il processo di differenziamento delle cellule endocrine intestinali & finemente regolato e queste sono classificate in
almeno dieci tipi cellulari, in base alla morfologia, alla localizzazione ed alla sintesi ormonale (Fig. 2B) (40). Negli or-
ganoidi intestinali é stata dimostrata la complessita di questo processo: le cellule che vengono prodotte alla base della
cripta modificano il loro profilo di espressione ormonale durante il differenziamento verso il villo intestinale; questa
plasticita ormonale potrebbe essere alterata in corso di diabete (41-42).

Gli organoidi intestinali permettono di studiare anche la funzione delle cellule enteroendocrine in condizioni fisiolo-
giche o di stress metabolico analizzando 'assorbimento di nutrienti, le proteine di trasporto intestinali, la secrezione
di pitt ormoni gastrointestinali contemporaneamente e le vie che regolano la loro secrezione (43).

Uno dei principali interessi terapeutici in campo diabetologico e quello di testare nuove molecole volte a migliorare la
produzione endogena di GLP-1. Gli organoidi intestinali rappresentano un buon modello di studio per dimostrare ad
esempio come molecole in grado di regolare differenti vie di signaling cellulare inducono un incremento del numero
di L-cellule intestinali e migliorano la secrezione di GLP-1 (44-45). La produzione endogena di GLP-1 potrebbe essere
migliorata anche da sostanze prodotte dell'organismo, un esempio e rappresentato dai prodotti della microflora inte-
stinale del metabolismo batterico come gli acidi grassi a catena corta e gli acidi biliari che inducono l'espressione dei
fattori di trascrizione che regolano il differenziamento delle L-cellule e la secrezione di GLP-1 negli organoidi intesti-
nali (46-47). Il processo di sviluppo di farmaci antidiabetici aventi come target le L-cellule intestinali o altre cellule
enteroendocrine e limitato anche dal numero esiguo di modelli cellulari umani; utilizzando organoidi intestinali in-
gegnerizzati attraverso la tecnologia CRISPR-Casg e stato possibile isolare L-cellule fisiologicamente funzionali come
modello per testare nuovi farmaci in vitro (48).
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Figura2 @ Processo didifferenziamento delle cellule endocrine intestinali
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Figura 2A. Organoide intestinale isolato
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Il microbiota intestinale e alterato nei soggetti obesi, ma le implicazioni patologiche di questa alterazione non sono
conosciute; poiché gli organoidi mantengono la loro polarita cellulare invitro, potrebbero essere impiegati per studiare
leffetto del microbiota e dei suoi metaboliti sulla membrana apicale posta sul versante luminale dei soggetti obesi
(49-50).

In futuro, gli organoidi potranno essere applicati anche nel trapianto di isole pancreatiche: é stato dimostrato, infatti,
che gli organoidi intestinali possono essere convertiti in cellule beta ed utilizzati come fonte alternativa di p-cellule
pancreatiche nel trattamento del diabete (51-52).

Fegato

Il fegato svolge un ruolo fondamentale nella regolazione dell’'omeostasi glicemica. L'insulino-resistenza epatica com-
porta lo sviluppo di iperglicemia ed é implicata nella patogenesi della malattia non-alcolica da fegato grasso (non-
alcoholic fatty liver disease, NAFLD) che puo successivamente evolvere in steatoepatite (non-alcoholic steatohepatitis,
NASH). Cliattuali modelli animali di NAFLD e NASH non riproducono in maniera fedele la progressione della malattia
umana. Cli organoidi epatici umani potrebbero pertanto costituire un valido strumento per lo studio dello sviluppo
dell'insulino-resistenza, per lo studio del metabolismo del glucosio e delle risposte agli ormoni nel fegato, e per l'iden-
tificazione dei meccanismi sottostanti lo sviluppo di NAFLD e la sua progressione a NASH.

[ primi organoidi epatici umani sono stati ottenuti da iPSCs, coltivate assieme a MSCs e cellule endoteliali, in Matri-
gel. Queste strutture consistevano principalmente di epatoblasti proliferanti (53-54). Pili recentemente organoidi sono
stati ottenuti da cellule progenitrici derivate da dotti biliari umani adulti (55) o da epatociti primari (56-57). La creazio-
ne di modelli di NAFLD e NASH ¢ in fase di studio. Lesposizione di organoidi epatici di varie specie, compresa quella
umana, ad acidi grassi porta ad accumulo intracellulare di lipidi, dimostrando che gli organoidi possono costituire
un utile modello per lo studio di NAFLD (58). Pili recentemente un modello umano di steatoepatite ¢ stato descritto da
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Takanori Takebe. Utlizzando iPSCs umane derivate da soggetti sani e malati, sono stati ottenuti organoidi epatici mul-
ticellulari, che, quando esposti ad acidi grassi non esterificati (NEFA), sono andati incontro ad accumulo di lipidi e,
in successione, ad infiammazione e fibrosi - caratteristiche salienti della steatoepatite umana. L'aspetto interessante
e che il fenotipo é regredito in seguito al trattamento con un agonista del recettore farnesoide X (farnesoid X receptor,
FXR) (59). E auspicabile che una tale piattaforma possa essere usata per la comprensione dei meccanismi sottostanti
la progressione di NAFLD a NASH e per la identificazione di nuovi trattamenti per queste patologie, per le quali al mo-

mento non ci sono opzioni farmacologiche approvate.

Muscolo scheletrico

Il muscolo scheletrico rappresenta la principale sede di captazione e utilizzo di glucosio, processi mediati dall'insuli-
na. Sistima che, in uno stato di riposo e a digiuno, il muscolo scheletrico disponga del 25% del glucosio plasmatico, e
del 70-80% in fase postprandiale. Di conseguenza, l'insulino-resistenza a livello del muscolo scheletrico si ripercuote
negativamente sul metabolismo del glucosio a livello sistemico e rappresenta un problema tipico di numerose patolo-
gie metaboliche, tra cui obesita e DMT2.

Lo sviluppo di un modello 3D umano, invitro, di muscolo scheletrico permetterebbe di studiare i meccanismi alla base
della patogenesi dell'insulino-resistenza muscolare nelle malattie metaboliche (1) e fornirebbe un nuovo modello pre-
clinico per testare invitro l'efficacia terapeutica e la tossicita di nuove molecole.

Lutilizzo di colture primarie tridimensionali di muscolo scheletrico & antecedente alla scoperta degli organoidi nel
senso stretto del termine (1). Gia diversi decenni fa, Vandenburgh et al., partendo da mioblasti murini isolati da biop-
sie di muscolo scheletrico, risospesi in Matrigel e/o collagene, coltivati in stampi di silicone con siti di attacco alle
estremita, e sottoposti a stimoli meccanici, furono in grado di generare, invitro, un muscolo scheletrico bioartificiale
(bioartificial muscles, BAMs) (60-61). Si trattava di una struttura tridimensionale, contenente fibre muscolari postmi-
totiche, parallele, connesse a strutture simil-tendinee, organizzate in fasci muscolari in grado di contrarsi quando
stimolati (60-61). Negli anni successivi, sono stati ottenuti BAMs anche a partire da mioblasti umani (human bio-
artificial muscles, HBAMs) (62-63). Questi organoidi possono essere modificati geneticamente, indotti a produrre e
secernere proteine esogene e quindi utilizzati a scopo terapeutico come dispositivi impiantabili, secernenti proteine
ricombinanti (61-62). Con gli studi di Gholobova D et al. (64-65), mediante co-colture di mioblasti e HUVECs, su idrogel
di fibrina, e stato possibile vascolarizzare i BAMs e garantirne un miglior trofismo e dimensioni maggiori. Inoltre,
per simulare I'innervazione del muscolo scheletrico, & possibile allestire co-colture di mioblasti e neuroni o espianti di
nervi, oppure sottoporre i BAMs a stimolazione elettrica (66-67).

Gli organoidi di muscolo scheletrico, a differenza delle colture 2D, forniscono un modello molto piu vicino alla fisio-
logia: le cellule sono differenziate, orientate, innervate, irrorate, sotto tensione e in grado di contrarsi. Tuttavia, i
mioblasti umani hanno un potenziale di espansione limitato e uno stato differenziativo instabile. Per superare questi
problemi, sono stati messi a punto numerosi protocolli per la generazione di organoidi muscolari a partire da diversi
tipi cellulari (per es. cellule satellite, mioblasti, mesoangioblasti, periciti, MSCs, PSCs, iPSCs, ESCs), differenziati in
vitro in cellule muscolari scheletriche (66-68). Gli step necessari alla produzione di un organoide di muscolo scheletrico
invitro sono schematizzati nella figura 3.

In futuro, la sfida sara quella di generare organoidi di muscolo scheletrico umano a partire da cellule (preferenzial-
mente mioblasti primari o derivati da PSCs umane) isolate da pazienti obesi o diabetici, per comprendere i meccanismi
alla base dello sviluppo dell'insulino-resistenza e le sue conseguenze e testare nuove molecole per contrastarla (Fig. 4).
Ad esempio, recentemente, Iovino et al. hanno generato miotubi da volontari sani e individui affetti da sindrome di
Donohue, una malattia genetica associata a mutazioni nel recettore dell'insulina (69). I miotubi derivati da soggetti
con sindrome di Donohue presentavano difetti nella trasmissione del segnale dell'insulina, nell’assorbimento del glu-
cosio e nell'accumulo di glicogeno.
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Figura3 @ Step per la creazione di organoidi di muscolo scheletrico, in vitro

A

ORGANOIDE
INTESTINALE

La creazionediorganoididi muscolo scheletrico pud avere origine da diverse linee cellulari: cellule satellite (SCs), mioblasti, mesoangioblasti, periciti,
cellule staminali mesenchimali (MSCs), cellule staminali pluripotenti (PSCs) derivanti da progenitori miogenici, cellule staminali pluripotentiindotte
(iPSCs), cellule staminali embrionali (ESCs). Il giusto orientamento delle fibre muscolari, necessario per la contrazione e la corretta trasduzione del
segnale, viene ottenuto sottoponendo le cellule, durante la fusione in fibre, a forze unidirezionali mediante 'uso di punti di attacco alle estremita
delle piastre di coltura oppure l'utilizzo di scaffold conduttivi. Le nascenti fibre muscolari devono essere mantenute in costante tensione per evitare
I'atrofia: I'utilizzo di scaffold polimerici elastici o di tendini ingegnerizzati permette di bypassare questo problema. La co-coltura con cellule nervose
e/o endoteliali garantisce la corretta innervazione e vascolarizzazione dell'organoide. Gli scaffold fungono da matrice extracellulare, sono cruciali
per la corretta vascolarizzazione e per la sopravvivenza dell'organoide. Gli scaffold possono essere di origine biologica (es. matrice extracellulare di
modellianimali), idrogel (es. collagene, gelatina, fibrina), polimeri sintetici o biologici (es. collagene, fibrina, alginato). Rappresentazione schematica
ottenuta e modificata da Gholobova D et al. (66), Maffioletti SM et al. (67) e Chal ) et al. (68)

Tessuto adiposo

Il tessuto adiposo bianco é responsabile sia dell'immagazzinamento, sotto forma di trigliceridi, dei lipidi derivanti
dalla dieta o sintetizzati attraverso la de novo lipogenesi, che, durante il digiuno, della produzione di acidi grassi attra-
verso la lipolisi, del loro rilascio in circolo e del loro utilizzo come substrato energetico attraverso la f-ossidazione. Nei
pazienti affetti da DMT2, I'insulino-resistenza del tessuto adiposo provoca una ridotta soppressione della lipolisi da
parte dell'insulina e un aumento della concentrazione plasmatica di acidi grassi, che si accumulano in sedi ectopiche
provocando danni lipotossici in diversi organi. Inoltre, il tessuto adiposo agisce anche da organo endocrino in grado di
sintetizzare un numero di composti biologicamente attivi (adipochine, citochine, interleuchine) che regolano 'omeo-
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Figurag @ Possibili applicazioni degli organoidi di muscolo scheletrico e tessuto adiposo in ambito metabolico

ORGANOIDE
INTESTINALE

Gli organoidi di muscolo scheletrico e tessuto adiposo rappresentano dei modelli in vitro utili per lo studio dei meccanismi alla base dell'insorgenza
dell'insulino-resistenza e per testare I'efficacia e/o la tossicita di nuove molecole atte a contrastarla. La prospettiva futura é quella di generare tali
organoidia partire da cellule isolate da pazienti obesi o diabetici al fine di studiare le differenze metaboliche e molecolari esistenti rispetto ai controlli
sani. Gliorganoididi muscolo scheletrico possono essere utilizzatianchein un'ottica di medicinarigenerativa per sostituire in vivo il muscolo danneg-
giato; seindottia produrre e secernere proteine esogene, possono essere utilizzatianche a scopo terapeutico come dispositiviimpiantabili secernen-
ti proteine ricombinanti. Inoltre, gli organoidi di tessuto adiposo possono essere utilizzati per studiare i processi di lipolisi, lipogenesi e adipogenesi

stasi metabolica, la sensibilita dei tessuti all'insulina e I'infiammazione. Nell'obesita e nel DMT2, questi processi sono
inevitabilmente alterati.

Lo sviluppo di un modello 3D umano, in vitro, risulterebbe estremamente vantaggioso per studiare le disfunzioni del
tessuto adiposo nelle malattie metaboliche e le alterazioni nell’assetto di secrezione delle adipochine e dei mediatori
infiammatori, in un contesto di cross-talk multicellulare dinamico (1) (Fig. 4).

Vari tentativi per generare colture 3D di cellule adipose sono stati descritti. I primi protocolli prevedevano una co-
coltura di cellule stromali adipose umane, ottenute da tessuto adiposo viscerale o lipoaspirato, con pre-adipociti, cel-
lule endoteliali (ECs) e cellule muscolari lisce, in presenza di scaffold 3D o idrogel (70-71). Quando gli adipociti e le ECs
erano isolati da soggetti obesi, esse mantenevano un fenotipo infiammatorio per almeno 7 giorni invitro e un’alterata
secrezione di adipochine, che erano responsabili di una ridotta insulino-sensibilita e di un’alterazione della via lipo-
litica (70). I protocolli di ultima generazione prevedono l'utilizzo di progenitori adiposi e/o cellule endoteliali, isolati
entrambi dalla frazione stromale-vascolare del tessuto adiposo bianco umano (72-73), coltivati su scaffold 3D come il
matrigel o semplicemente in “goccioline sospese”, a creare organoidi sferoidali, auto-organizzati, vascolarizzati, con
adipociti uniloculati, in grado di secernere adipochine e di eseguire lipolisi e lipogenesi (72-73).

Anche in questo caso, le PSCs differenziate in adipociti maturi, ma anche in cellule endoteliali, potrebbero fornire una
valida alternativa per la creazione di organoidi di tessuto adiposo.

Questi nuovi protocolli aprono la strada all’utilizzo di colture adipose di lunga durata, derivate direttamente dai pa-
zienti obesi o diabetici, per esplorare la patologia del tessuto adiposo nelle malattie metaboliche, i processi di lipolisi,
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lipogenesi e adipogenesi, i meccanismi alla base dell'insorgenza dell'insulino-resistenza del tessuto adiposo, il net-
work secretorio degli adipociti in diversi contesti fisiopatologici e, infine, il cross-talk tra adipociti e altri tipi cellulari
che compongono il tessuto adiposo (cellule endoteliali e cellule del sistema immunitario) (Fig. 4).

MODELLI PER LO STUDIO DELLE COMPLICANZE DIABETICHE

Parte delle complicanze croniche del diabete sono determinate da alterazioni a carico del microcircolo, che portano a
nefropatia, retinopatia e neuropatia diabetica. La mancanza di modelli accurati che riproducono le alterazioni pato-
logiche molecolari e funzionali di queste complicanze ha limitato la comprensione dei meccanismi di malattia coin-
volti, e delle modalita con cui tali complicanze possono essere trattate o prevenute. Al riguardo, gli organoidi possono
costituire una opportunita.

L'esposizione all'iperglicemia provoca un ispessimento della membrana basale dei vasi, con conseguente compromis-
sione della distribuzione di ossigeno e nutrienti ai tessuti, che porta ad inflammazione e danno tessutale. Lesposi-
zione di organoidi vascolari umani derivati da iPSCs ad elevate concentrazioni di glucosio ha determinato un ispes-
simento anomalo della membrana basale, analogamente a quanto osservato nei vasi sanguigni quando esposti alla
condizione di iperglicemia. Lo screening farmacologico eseguito su questo modello, ha consentito di identificare una
nuova via, coinvolta nell'ispessimento della membrana basale, quale bersaglio farmacologico, confermando la poten-
zialita degli organoidi quali modelli di malattia (74).

Organoidi renali derivati da PSCs umane e di topo sono stati generati utilizzando protocolli diversi (75-76). Nelle prime
strutture non erano riprodotti tutti i tipi cellulari renali e i nefroni erano disconnessi dai dotti collettori. Il miglio-
ramento dei protocolli, con differenziazione separata per generare nefroni e bottoni ureterici, ha prodotto organoidi
renali meglio definiti. L'applicazione di questi protocolli a iPSCs umane ha reso possibile la produzione di strutture
nefroniche e bottoni ureterici in vitro; queste strutture, una volta trapiantate sotto la capsula renale di topo, sono an-
date incontro a connessione e vascolarizzazione (77). Studi per la creazione di modelli di nefropatia diabetica e danno
renale, derivati da PSC, sono in corso, come pure per la creazione di un modello di fibrosi renale.

La retina umana e un organo complesso privo di capacita rigenerativa, che la rende particolarmente vulnerabile al
danno. Organoidi retinici possono essere generati da ESCs umane e murine e da iPSCs umane, che, incluse in Ma-
trigel, formano spontaneamente vescicole ottiche epiteliali emisferiche, che si invaginano e formano la coppa ottica
(78-80). L'affinamento dei protocolli ha consentito di ottenere coppe retiniche in 3D contenenti fotorecettori maturi,
provvisti di dischi nel segmento esterno e fotosensibilita (81). Organoidi retinici derivati dalle cellule di pazienti con
retinopatia diabetica costituiscono una opportunita per meglio comprendere la fisiopatologia della complicanza, for-
niscono una piattaforma per lo screening di farmaci, e consentono di esplorare le varianti genomiche che rendono
alcuni pazienti diabetici piut suscettibili di altri al danno retinico.

ILFUTURO IN 3D

La tecnologia hareso possibile la creazione di organoidi, quali modelli fedeli di qualsiasi tessuto corporeo. Essi promet-
tono di facilitare la scoperta di nuovi meccanismi di malattia e di rendere veloce e sicura la scoperta di nuovi farmaci.
Tuttavia, non esistono organi isolati; il cross-talk tra organi é rilevante per la fisiopatologia, soprattutto per malattie
che colpiscono organi diversi come il diabete. Pertanto gli organoidi non possono sostituire gli studi in vivo condotti
sull'intero organismo. Un contributo per lo studio invitro delle interazioni tra organi proviene dalla bioingegneria at-
traverso la creazione di chip multifluidici (“organ-on-a-chip”): si tratta di sistemi in cui strutture rappresentative di
organi diversi possono essere coltivate simultaneamente in compartimenti diversi e un sistema multifluidico controlla
il flusso tra compartimenti simulando la attivita, la meccanica e la risposta fisiologica di interi organi (82). Questi
sistemi sono stati gia utilizzati per le colture di cellule in 2D, la sfida ora é la loro applicazione alla tecnologia degli or-
ganoidi in 3D. Al riguardo, organoidi di isole umane derivati da iPSCs generati su una piattaforma “organ-on-a-chip”,

241



MEDICINA TRASLAZIONALE

in cui le cellule sono state prima differenziate e quindi portate a maturazione, hanno mostrato una somiglianza con

i tessuti nativi maggiore rispetto agli organoidi ottenuti in coltura statica, con strutture insulino-simili funzionali

(83). Attualmente sono disponibili sistemi “organ-on-a-chip” che variano da sistemi semplici, che usano la forza di

gravita per dirigere il flusso, a tecnologie pitt complesse, basate su chip dotati di pompe di perfusione. E facile preve-

dere un futuro dove saremo in grado di connettere organoidi rappresentativi di tessuti umani diversi utilizzando la

tecnologia basata su chip per studiare la comunicazione tra organi nella patogenesi del diabete. La tecnologia degli

organoidi e pronta per poter essere applicata alla ricerca diabetologica.
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Percorso riabilitativo
psico-nutrizionale

nei soggetti affetti da
diabete mellito di tipo2e
disturbo da alimentazione
incontrollata. Un case report

INTRODUZIONE

Lobesita e il diabete di tipo 2 costituiscono una delle vere
sfide del mondo occidentale. Molto spesso I'una concau-
sa dell’altro, al punto di parlare di diabesita (diabesity) (1),
sono entrambe patologie complesse in grado di condurre
a complicanze (2) incrementando il rischio cardiovasco-
lare e la mortalita e riducendo, al contempo, qualita ed
aspettativa di vita.

L'impatto sulla salute ed i costi associati alla gestione del-
le complicanze costituiscono capitoli gravosi sui Sistemi
Sanitari Nazionali. L'introduzione di nuove classi di far-
maci ha permesso di personalizzare sempre piti le strate-
gie terapeutiche, nell'ottica di ottenere una prevenzione
delle complicanze a breve e lungo termine. E stata inoltre
dimostrata l'efficacia delle modifiche dello stile di vita
nel prevenire o ritardare I'insorgenza del diabete di tipo
2 (3). Trattare l'obesita risulta dunque fondamentale nel
percorso di prevenzione e di cura del diabete e cio deve
essere fatto indagando l'etiologia dell'incremento ponde-
rale; spesso infatti le cause sono associate ad un disturbo
del comportamento alimentare di tipo binging (assunzio-
ne, in un determinato periodo di tempo, di una quanti-
ta di cibo significativamente maggiore di quella che la
maggior parte degli individui mangerebbe nello stesso
tempo ed in circostanze simili, vedi oltre), che riduce le
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probabilita di successo di un trattamento standard, sia
esso nutrizionale, farmacologico o chirurgico (4).

CASO CLINICO

M.F., di anni 58, e affetto da diabete di tipo 2 insorto
all’eta di 46 anni con complicanze neuropatiche e precoce
lesione da piede diabetico. Coesiste storia di obesita pre-
sente fin dai 25 anni (BMI alla diagnosi: 37.5 kg/m?2), iper-
tensione, dislipidemia, steatosi epatica ed epatomega-
lia, insufficienza renale cronica, cardiopatia ipocinetica
ed ateromasia coronarica diffusa. Sin dall’'esordio la sua
condizione clinica ha richiesto trattamento insulinico.

Nel 2017, a causa di un periodo di immobilita dovuto ad
una riacutizzazione della lesione all’arto inferiore, si
verifica un incremento ponderale di circa 30 kg con con-
testuale peggioramento del controllo glico-metabolico.
Alla luce della clinica, viene intensificata la terapia insu-
linica basale con CLP1-TA a somministrazione giornalie-
ra. Tuttavia, nei mesi successivi, si osservano numerosi
episodi di riacutizzazione delle lesioni croniche ai piedi
che rendono necessarie plurime amputazioni di falangi.
Nel 2019, vista la sostanziale stabilita del quadro ponde-
rale e delle sequele ad esso associate, esegue una prima
valutazione presso il centro per il Disturbo da Alimen-
tazione Incontrollata (D.A.1.) di Citta della Pieve, dove



Tabella1

INGRESSO USCITA 6 MESI
PESO kg 152.5 136.1 142.4
BMI kg/m2 50.49 44 47
CIRCVITAcm 149 140.9 146.4
PAOS 147 120
PAOD 88 80
GLICEMIA mg/di 176 1o 106
HBA1C % 8,6 6,7
FM% 27 25 27
FFM% 73 75 73
BCM% 58 58 60
AF° 6.9 7 7.5
TBW?% 53.4 54.5 53.2
ECW% 41.9 41.5 39.7
MB kcal/die 2600 2470 2560

viene posta diagnosi di Obesita III grado (BMI 49,1) e di
Disturbo dell’Alimentazione senza specificazione (NO-
SFED, 307.50- F 50.9 DSM-V) caratterizzato da moderata
iperfagia ai pasti e da un incrementato intake calorico
fuori pasto, con comportamento quotidiano tipo grazing
(ingestione di quantita di cibo limitate ma in maniera
continuativa nell’arco della giornata); viene riscontrata
altresi una deflessione del tono dell'umore, per la quale
il paziente non assume alcun tipo di terapia. Pertan-
to viene predisposto un ricovero per un percorso di tipo
residenziale che ha la durata effettiva di 8 settimane.
All'ingresso M.F. presenta un peso pari a 152.5 kg (BMI
50.49 kg/m2), una circonferenza vita di 149 cm, una PAO
di147-88 mmHg, la glicemia a digiuno é pari a 176 mg/dl,
il valore di HbA1c 8,6%. Viene eseguita una valutazione
bioimpedenziomentrica (BIA) che mostra una alterazio-
ne della composizione corporea, caratterizzata da un’ec-
cessiva massa grassa (FM) ed una ridotta massa magra
(FEM), vedi Tab. 1.

Terapia riabilitativa psico-nutrizionale del Centro DAL Linter-
vento nutrizionale nel Centro e multidisciplinare e si attua attraverso
il counselling nutrizionale, la programmazione alimentare, i
pasti assistiti e il monitoraggio del peso settimanale (5). La maggior
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& Confronto dei valori parametrici misurati in ingresso, uscita e nei successivi follow-up
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parte degli interventi sono di gruppo: attraverso l'uso di strumenti co-
gnitivo-comportamentali (Diario Alimentare, programmazione
settimanale, ABC, ecc.) vengono migliorati apprendimento ed utilizzo
di strategie di autocontrollo, automonitoraggio e problem solving
(6). Lattivita fisica programmata e la fisioterapia mirano ad un mi-
glioramento della composizione corporea, oltre che al recupero delle
sensazionifisiche della propria corporeita. Il percorso prevede tre livelli
adintensitd crescente a seconda della gravita del caso: ambulatoriale,
semiresidenziale, residenziale (7).

Decorso clinico. Attraverso il percorso residenziale M.F. ¢ in grado
diriequilibrare il proprio ritmo alimentare e le porzioni dei nutrienti ai
pasti; il lavoro psicoterapico individuale e le attivita di gruppo gli per-
mettono di imparare a reagire alle proprie emozioni senza l'utilizzo del
sintomo alimentare e senza far ricorso a terapia psicofarmacologica.
Il temporaneo miglioramento della sintomatologia neuropatica e l'as-
sunzione corretta dei nutrienti gli consentono di svolgere 6o minuti di
attivita fisica al giorno (nordic walking).

Sin dalla prima settimana si osserva una riduzione dei valori glice-
mici che permette la diminuzione graduale delle unita di insulina, di-
mezzate gida nel primo mese. Il persistere di valori glicemici a digiuno
<120mg/dl ne porta allazzeramento.

Altermine del percorso M.F. pesa 136.1 kg (BMI 44 kg/mz, circonferen-
zavita140.9 cm, vedi Fig. 1), la PAO appare stabilmente ridotta a valori
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medi di120/80 mmHg. Si documenta completa remissione degli episodi
iperfagici fuori pasto. La BIA esequita in dimissione mostra un miglio-
ramento della composizione corporea, con una riduzione percentuale
della FM ed un incremento della FEM, un miglioramento lieve dell'an-
golo di fase e stabilita degli altri parametri (vedi Tab. 1). I valori glice-
mici medi a digiuno sono pari a 1o mg/dl circa.

Follow-up. Ad una prima rivalutazione a breve presso il Centro
Diabetologico di riferimento si conferma il buon andamento glico-me-
tabolico domiciliare, pertanto viene mantenuta la sospensione della
terapia con glargine ed il GLP1rA viene implementato al suo dosaggio
pieno, per la comprovata efficacia nel controllo del peso e delle sue de-
terminanti neurobiologiche (8).

Al follow-up semestrale, a causa di una riduzione dell'attivita fisica
per lacuirsi della sintomatologia neuropatica, si osserva un aumento
ponderale (+ 6 kg), tuttavia l'andamento glicemico e buono; la misura-
zione di HbAic esequita dopo le dimissioni mostra valori di 6,7%, la gli-
cemia a digiuno 106 mg/dl. Lesecuzione della BIA di controllo mostra
un incremento della BCM (Body Cellular Mass, 60%), dellangolo
difase (7.5°) e del MB (2560 kcal/die). Al follow-up eseguito ad un anno
dalla dimissione, il peso si mantiene stabile a 141.7 kg, come stabilmen-
te buono permane il controllo glico-metabolico.

DISCUSSIONE

Diabete e stili di vita: il punto dalla letteratura. Le
modifiche dello stile di vita sono un fattore chiave nel
controllo glicometabolico del diabetico, benché I'impat-
to e aderenza ad esso siano dei parametri difficili da
quantificare e la letteratura sia carente di forti eviden-
ze a riguardo. Il DPP Trial (9) ha mostrato la superiorita
dell'intervento intensivo sullo stile di vita (ILI, Intensive Li-
festyle Intervention) rispetto alla metformina nel prevenire
l'insorgenza di diabete in popolazioni a rischio, vantag-
gio che viene mantenuto nel successivo follow-up decen-
nale nei pazienti arruolati (10). Una recente metanalisi
(11) condotta su 12 RCT conferma l'efficacia della dieta
associata ad un programma di attivita fisica nel preveni-
re o ritardare l'insorgenza di diabete nei soggetti affetti
da alterata tolleranza glucidica. Gli studi DIRECT (12) e
LOOK AHED (13), inoltre, sono stati in grado di dimostra-
re come I'ILI puo condurre alla remissione del diabete ed
alla sospensione del trattamento farmacologico. Una re-
cente analisi (14) evidenzia che 'aderenza ad un corretto
stile di vita sin della diagnosi di diabete é associata ad un
ridotto rischio di sviluppo di complicanze cardiovascola-
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ri o di morte per patologia cardiovascolare a 10 anni. Su
quest’ultimo punto, tuttavia, non vi € in letteratura an-
cora un chiaro accordo: non tutti i trial si sono mostrati
efficaci nella prevenzione delle complicanze cardiovasco-
lari (15); a cio si aggiunga inoltre la difficolta nel quan-
tificare e dimostrare l'efficacia a lungo termine di tali
interventi.

Diabete e DALI: il circolo vizioso. Il percorso clinico di
M.F. dimostra la stretta connessione tra andamento pon-
derale e controllo glicometabolico nel paziente diabetico;
tale connessione si esplica soprattutto nell’attuazione di
scorretti comportamenti alimentari e stili di vita non sa-
lutari.

I Disturbi del Comportamento Alimentare sono patologie
psichiatriche classificate secondo il DSM-V; tra i disturbi
caratterizzati da alimentazione per eccesso sono annove-
rati: il Disturbo dell’Alimentazione Incontrollata (DAI o
Binge Eating Disorder, BED), definito dalla presenza di
ricorrenti episodi abbuffate; la Sindrome da Night Eating
(NES), che rientra nella categoria OSFED (Other Specified
Feeding or Eating Disorders), caratterizzata da frequenti epi-
sodi di alimentazione notturna e il grazing (spiluccamen-
to continuo di piccole quantita di cibo), che rientra nella
terza categoria diagnostica NOSFED (Non Other Specified
Feeding or Eating Disorders) (16). Nel loro complesso, si stima
che la presenza di BED e NES si attesti almeno nel 10-15%
di pazienti obesi diabetici (17). Petroni ML e collabora-
tori hanno dimostrato, in un’ampia coorte italiana di
diabetici di tipo 2 (dei quali I'82% con BMI superiore alla
norma), una prevalenza del 21% di comportamento ali-
mentare disfunzionale, di cui il 16,5% classificabile come
grave alla scala BES (Binge Eating Scale). Tale percentuale
sale drasticamente nel gruppo di pazienti con Obesita di
Il grado (81.4%) (18).

La presenza di DAIin uno studio di popolazione svedese é
associata all'incrementato rischio di sindrome metaboli-
ca (doppio) e di diabete (quintuplo): paragonati a pazienti
obesi non affetti da DA, vi € una maggiore presenza di
adiposita centrale, incremento dei valori glucidici a di-
giuno, insulino resistenza associato a incremento dei
valori di Aic ed ipertensione (19). Nel soggetto diabetico,
inoltre, la presenza di DA peggiora il controllo glicometa-

nica (Fig. 2) (20).
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Le evidenze considerano l'approccio cognitivo comporta-
mentale (CBT) la strategia piu efficace nel ridurre i com-
portamenti disfunzionali del paziente affetto da DAI (21),
migliorando nel complesso le capacita neurocognitive;
nel paziente obeso tale approccio permette un cambia-
mento stabile e duraturo nel lungo termine (22). Lutiliz-
zo di CBT, peraltro, viene proposto anche nella gestione
cronica del paziente diabetico, come strumento in gra-
do di ridurre ansia, frustrazione e depressione correla-
te all'andamento della patologia ed alla preoccupazione
delle sue complicanze (23). Sebbene non vi siano evidenze
chiare, in letteratura, del ruolo del trattamento del DA
sul controllo glicometabolico e sulla prevenzione delle
complicanze a lungo termine (24), appare evidente come
trattare il diabete nel paziente obeso con DA é un percorso
clinico complesso volto a migliorare lo stile di vita, con-
trollando nel contempo i sintomi psichiatrici ed ottimiz-
zando il controllo glicometabolico.

CONCLUSIONI

Il percorso di cura del diabete si focalizza sulla gestione
dei parametri glicidici nel breve termine e sulla preven-
zione delle complicanze a medio e lungo termine; lad-
dove coesista un quadro di obesita, spesso viene posta
indicazione di una dieta per una perdita di peso che dif-
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ficilmente viene raggiunta. Il caso di M.F. mette in luce
come la presenza di un Disturbo Alimentare sia causa
dell’eccesso ponderale e possa condizionare il decorso del
diabete.

Sebbene la letteratura manchidi evidenze chiare, un per-
corso di cura integrato e multidisciplinare é in grado di
affrontare efficacemente diabete, obesita e DAL, permet-
tendo di ottenere dei risultati a medio e lungo termine.
Sono senza dubbio necessari nuovi studi che dimostrino
l'efficacia dell'approccio multidisciplinare integrato sul
controllo glicidico nel medio e lungo termine e sulla pre-
venzione delle complicanze acute e croniche della patolo-
gia diabetica.
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