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SOMMARIO

La glico-ossidazione delle proteine rappresenta un importante collegamento tra iperglicemia e compli-
canze croniche (micro e macroangiopatiche) del diabete. Sia i prodotti iniziali che tardivi di tale reazione
sono in grado di determinare danno attraverso una serie di meccanismi quali la formazione di cross-
links anomali, I'interazione con specifici recettori e 'accumulo intracellulare. Lo sviluppo di metodologie
analitiche accurate e sensibili per lo studio di cinetiche di glicazione e per il riconoscimento di specifici
markers, accanto a studi prospettici su ampie popolazioni, portera sicuramente a meglio definire 'impor-

tanza clinica di tale processo.

Parole chiave: glico-ossidazione, prodotti di glicazione avanzata (AGE), diabete, aterosclerosi.

La formazione dei prodotti
di glico-ossidazione

Liperglicemia ¢ considerata uno dei
fattori patogenetici chiave nello sviluppo
delle complicanze croniche del diabete.

Essa agisce attraverso vari meccani-
smi tra i quali uno dei piu importanti € la
glicazione non enzimatica delle proteine
1, 2).

Schematicamente possiamo considera-
re la reazione non enzimatica delle pro-
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teine, o reazione di Maillard, come un
processo in 3 fasi: iniziale, intermedia e
terminale (Figura 1).

Nella fase iniziale il glucosio (o altri
zuccheri riducenti) si lega ad un gruppo
aminico libero di proteine, acidi nucleici,
componenti lipidiche, per formare un com-
posto aldiminico labile (base di Schiff).

Laldimina, attraverso un riarrangia-
mento intramolecolare, si trasforma in un
composto chetoaminico stabile, il prodot-
to di Amadori.

Tale reazione non enzimatica ¢ influen-
zata in vivo da una serie di fattori tra i
quali la durata e I'entita dell'iperglicemia,
il turnover delle proteine, la permeabilita
cellulare al glucosio e I'accessibilita degli
amino gruppi proteici. Il glucosio € stato
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sino ad ora considerato il pitt importante
iniziatore iz vivo di tale reazione, sia per-
ché rappresenta il principale zucchero
dell’'organismo sia perché la sua concen-
trazione ¢ aumentata nel diabete. Ci sono
comunque studi che evidenziano come an-
che il galattosio, il fruttosio, il ribosio, altri
pentosi ed alcuni intermedi della glicolisi
possono iniziare la reazione di Maillard. 11
prodotto di Amadori raggiunge 'equilibrio
dopo 15-20 giorni e tende ad accumularsi
sia sulle proteine a breve emivita che su
quelle ad emivita pitt lunga. L'accumulo
del prodotto di Amadori sulle proteine e
in grado di alterare le proprieta fisico-chi-
miche delle stesse, come evidenziato per
esempio in un nostro studio in cui abbia-
mo verificato I'attivita dell'insulina glicata
in vitro (3).

Nella fase intermedia il prodotto di Ama-
dori va incontro a reazioni di ossidazione
e disidratazione e viene degradato in una
serie di composti dicarbonilici molto reat-
tivi che agiscono quali propagatori della
reazione. Tali composti quali i deossiglu-
cosoni, il gliossale ed il metilgliossale rea-
giscono nuovamente con i gruppi aminici
liberi delle proteine e determinano la for-

mazione dei prodotti di glicazione avanza-
ta (AGE) (4).

Nella fase finale una serie di reazioni di
ossidazione, disidratazione, ciclizzazione,
da luogo alla formazione degli AGE, com-
posti termodinamicamente stabili, spesso
giallo-bruni e fluorescenti, che si accu-
mulano soprattutto sulle proteine a lunga
emivita.

Negli ultimi anni numerosi studi hanno
messo in evidenza la stretta relazione tra
glicazione ed ossidazione per cui sarebbe
piu corretto parlare di reazioni di glico-
ossidazione delle proteine (5). I meccani-
smi con cui si verificano tali reazioni sono
l'autossidazione del glucosio, reazione
nella quale il glucosio, in presenza di O, e
di metalli liberi, si ossida e da origine a ra-
dicali liberi (O, H,0,, HO,) e dicarbonili
reattivi, tra i quali i deossiglucosoni, che
possono reagire successivamente con le
proteine formando una chetoimmina pit
reattiva del prodotto di Amadori e capa-
ce quindi di attivare ulteriori reazioni che
conducono alla formazione degli AGE.
Laltro meccanismo coinvolge invece i
prodotti di Amadori gia legati alle proteine
che, in presenza di O, e metalli liberi, si os-
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sidano e danno origine a proteine-enedioli
e proteine-dicarbonili molto reattive ed in
grado anch’esse di determinare la forma-
zione degli AGE.

Viste le caratteristiche degli AGE, la
loro valutazione sino a qualche anno fa e
stata eseguita con metodiche quali la spet-
troscopia ad assorbanza e la fluorimetria
che 1i valutano “in foto” e che hanno una
buona sensibilita ma una scarsa specificita
1, 2). Piu recentemente sono stati svilup-
pati metodi ELISA con anticorpi poli e mo-
noclonali che, pur essendo caratterizzati
da una piu elevata specificita, comunque
valutano gli AGE iz toto (6). Data la com-
plessita della reazione e I'elevato numero
di prodotti che da essa si formano, I'iden-
tificazione strutturale di specifici AGE
potrebbe portare un contributo notevole
alla definizione dei meccanismi di danno
degli stessi. Uno dei primi AGE identifica-
to ¢ stato I'FFI, proposto quale “cross-link”
poiché originato dalla condensazione di 2
molecole di glucosio con 2 gruppi aminici
liberi di 2 catene proteiche. Sfortunata-
mente tale composto € stato dimostrato
essere un artefatto, originato dalle proce-
dure di idrolisi acida impiegate per il suo
dosaggio con metodica RIA (7).

Altri AGE strutturalmente caratterizzati
sono la carbossimetillisina e la pentosidi-
na: essi sono piu propriamente prodotti di
glico-ossidazione poiché per la loro forma-
zione sono necessarie condizioni pro-os-
sidanti. In particolare la pentosidina € un
prodotto di glico-ossidazione che deriva
dalla reazione tra lisina, arginina e gluco-
sio con formazione di un anello imidazo-
piridinico che funge da “cross-link” tra
due strutture proteiche (8). I livelli di pen-
tosidina sono risultati correlati all’eta sia
nei soggetti normali che nei diabetici; in
questi ultimi infine i livelli di pentosidina
sono risultati pit1 elevati nei pazienti con
complicanze micro e macroangiopatiche

(8). In questo contesto, la spettrometria
di massa, tecnica con elevata sensibilita e
specificita, e stata recentemente utilizzata
sia per la caratterizzazione dei prodotti di
glico-ossidazione (9), sia per lo studio del-
la cinetica della glicazione non enzimatica
nella malattia diabetica (10, 11).

Meccanismi di danno dei prodotti
di glico-ossidazione

I principali meccanismi di danno degli
AGE sono: la formazione di cross-links
abnormi, il legame con specifici recettori,
I'accumulo intracellulare.

Uno dei meccanismi pitt importanti di
danno tissutale mediato dagli AGE é la
loro capacita di formare ponti intermole-
colari abnormi (cross-links) a carico delle
proteine, ed in tal senso il collagene € stata
la proteina piu studiata (1, 2 ). La forma-
zione di questi legami é ritenuta essere la
causa delle alterate proprieta meccaniche
(diminuita elasticita e solubilita) riscon-
trate nel collagene dei soggetti diabetici
e dell'irrigidimento delle pareti arteriose,
tutte alterazioni tipiche dell’aterosclerosi.
La glico-ossidazione del collagene inoltre
puo determinare una inibizione del fattore
di derivazione endoteliale ossido nitrico
(NO): ridotti livelli di NO possono causare
vasocostrizione, riduzione del flusso ema-
tico con conseguente ischemia tissutale.

Studi recenti hanno evidenziato come
diverse cellule siano in grado di legare gli
AGE con una cinetica di tipo saturativo
(12-14). Uno dei primi recettori evidenziati
essere in grado di legare le proteine modi-
ficate dagli AGE é il recettore “scavenger”
espresso a livello dei monociti/macrofagi
e dei linfociti T. Il recettore scavenger ha
la funzione di degradare le molecole sene-
scenti; nel diabete vi € una alterata rego-
lazione di tale recettore per cui il legame
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tra esso ed i prodotti glico-ossidati innesca
una serie di reazioni in grado di determina-
re una serie di danni tissutali caratteristici
delle complicanze croniche del diabete.

Piu recentemente € stato isolato il recet-
tore RAGE, una proteina di 35 kDa che fa
parte della superfamiglia delle immuno-
globuline ed e codificato da un gene pre-
sente sul cromosoma 6 nella regione del’
MHCHIII; questo recettore € stato identifi-
cato a livello dei monociti/macrofagi, dei
linfociti, delle cellule muscolari lisce, dei
fibroblasti, delle cellule mesangiali, delle
cellule endoteliali, dei neuroni.

Il legame degli AGE ai recettori dei lin-
fociti T stimola la produzione di y-inter-
ferone che determina a sua volta danno
tessutale; quello degli AGE ai recettori dei
monociti/macrofagi determina la produ-
zione di citochine tra cui I'interleuchina 1p
(IL 1p), ed il fattore di necrosi tumorale
(TNFo).

In condizioni fisiologiche le citochi-
ne regolano 'omeostasi tissutale da una
parte inducendo le cellule mesenchimali
a produrre idrolisi che degradano le pro-
teine tissutali, dall’altra stimolando la pro-
liferazione delle cellule endoteliali e della
matrice extracellulare.

Nel diabete il legame AGE-recettore
determina una riduzione del processo di
degradazione delle proteine tissutali ed
un aumento della produzione di fattori di
crescita con conseguente aumento della
sintesi di matrice extracellulare.

Parimenti il legame delle proteine modi-
ficate dagli AGE ai RAGE dei fibroblasti e
delle cellule muscolari lisce stimola la pro-
duzione di fattori di crescita cui segue pro-
liferazione cellulare. Infine, studi recenti
hanno messo in evidenza che il recettore
RAGE delle cellule endoteliali € espresso a
livelli molto bassi nei vasi di soggetti sani
ma ha una elevata espressione in caso di
vasculopatia aterosclerotica.

Linterazione tra AGE e cellule endo-
teliali determina, con un meccanismo di
stress ossidativo, I'induzione del fattore
di trascrizione NF-kB, con conseguente
aumento dell’espressione a livello super-
ficiale della molecola di adesione VCAM1
(molecola di adesione cellulare vascolare)
ed aumentata adesivita dei monociti all’en-
dotelio.

Altre alterazioni conseguenti all'inte-
razione AGE e cellule endoteliali sono la
riduzione della espressione della trombo-
modulina, 'aumento del fattore tissutale
procoagulante, 'aumento della permeabi-
lita cellulare con conseguente aumentato
passaggio transendoteliale di proteine e
peptidi modificati dagli AGE che a livello
subendoteliale formano cross-links con la
matrice extracellulare, 'aumento dell'in-
duzione dell'mRNA e della trascrizione
genica con conseguente aumento della
produzione di fibronectina e collagene IV
(12).

Il terzo meccanismo di danno degli
AGE e rappresentato dal loro accumulo
intracellulare, accumulo documentato nei
macrofagi, in cellule muscolari lisce mo-
dificate (foam cells), nella stria lipidica e
nella placca aterosclerotica.

I meccanismi coinvolti sono essen-
zialmente due: la formazione intracellu-
lare rapida di AGE indotta dall'iperglice-
mia che puo determinare alterazioni sia
a carico delle strutture citoplasmatiche
che nucleari e I'’endocitosi degli AGE
mediata dai recettori specifici (15, 16)
(Tabella 1).

Tabella | - Meccanismi di danno dei prodotti
di glico-ossidazione.

Meccanismo di danno degli AGE

¢ Formazione di legami cross-link
* | egame a recettori specifiCi
e Accumulo intracellulare
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Prodotti di glico-ossidazione
€d aterosclerosi

Limportanza della glico-ossidazione
delle lipoproteine e del collagene nel de-
terminismo della macroangiopatia diabeti-
ca ¢ evidenziata da numerosi studi.

Le lipoproteine LDL modificate dall’os-
sidazione o dalla glicazione provocano la
risposta inflammatoria della parete arte-
riosa (17).

In pazienti affetti da diabete tipo 1 in cat-
tivo controllo metabolico é stata evidenzia-
ta un’aumentata glicazione delle lipopro-
teine, ed in particolare delle LDL (18).
Risultati simili sono stati riportati anche in
pazienti affetti da diabete tipo 2 (19).

Le LDL glicate non vengono riconosciu-
te dal loro recettore ma da un recettore
“scavenger” dei monociti/macrofagi; a
tale riconoscimento segue la captazione
da parte dei macrofagi e la formazione del-
le cellule schiumose, cellule ricche in co-
lesterolo esterificato. La formazione della
stria lipidica dovuta all’accumulo di queste
cellule a livello subendoteliale della parete
arteriosa ¢ il primo “step” della formazio-
ne della placca ateromatosa (20, 21).

Altri meccanismi attraverso i quali la
glicazione delle lipoproteine puo contri-
buire allo sviluppo dell’aterosclerosi, sono
lo stimolo al rilascio di B, trombossano ed
all’aggregazione piastrinica, tutti fattori
promoventi la trombosi; la modificazione
della struttura delle lipoproteine ¢ tale da
renderle immunogene, si determina per-
cio la formazione di anticorpi e di immuno-
complessi che si depositano a livello della
parete vasale (22).

Le LDL glicate vengono poi captate piu
rapidamente nella parete vasale ed intrap-
polate dal collagene glicato; esse inoltre
sono in grado di generare radicali liberi
con conseguente danno ossidativo (23).
Lattivazione dei linfociti/macrofagi da

Tabella 2 - Prodotti di glico-ossidazione ed
aterosclerosi.

€Effetti degli AGE, non mediati da recettore,
sull'aterogenesi

e Matrice extracellulare

- Legami cross-link del collagene ed elevata resi-
stenza alle collagenasi.

- Aumento della produzione di componenti della
matrice extracellulare.

- Diminuito auto-assemblaggio dei polimeri di lamini-
na e alterazione del legame con il collagene tipo IV
e proteoglicani eparan-solfato.

- Inibizione del NO da parte degli AGE legati al colla-
gene.

- Sequestro delle LDL e IgG nel sub-endotelio.

Alterazioni delle lipoproteine

- Diminuito riconoscimento delle AGE-LDL da parte
del recettore cellulare per le LDL.

- Aumentata suscettibilita delle LDL ai processori

ossidativi.

parte delle LDL glicate determina produ-
zione di y interferone, rilascio di citochine
e di fattori di crescita che contribuiscono
a determinare lispessimento della pare-
te arteriosa. Recentemente alcuni autori
hanno messo in evidenza, in pazienti con
diabete di tipo 2 in mediocre controllo
metabolico, la presenza di AGE sia livel-
lo della parte proteica (Apo B) che della
parte lipidica (amine dei fosfolipidi) delle
lipoproteine.

Lincubazione di LDL con glucosio de-
termina parallelamente formazione di
AGE e modificazioni ossidative a carico
delle stesse: la glicazione avanzata dei li-
pidi puo assumere quindi un ruolo impor-
tante nell’iniziare in vivo I'ossidazione de-
gli acidi grassi (18) (Tabella 2).

Oltre allo stress ossidativo, anche I'as-
senza di un’appropriata risposta compen-
satoria antiossidante é implicata nella di-
sfunzione endoteliale sistemica, di cui la
microalbuminuria € considerata essere un
marker (24-26). In questo contesto, il no-
stro gruppo di ricerca ha evidenziato che
la microalbuminuria nei pazienti diabetici
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tipo 2 puo essere promossa da un’insuffi-
cienza del sistema antiossidante (27).
Laterosclerosi, da anni considerata
come una patologia da accumulo di co-
lesterolo, oggi € sempre piu vista anche
come una malattia infiammatoria (28).

I monociti-macrofagi sono coinvolti an-
che nel determinismo delle complicanze
macrovascolari del diabete, infatti linfil-
trazione dei macrofagi, quantificata su
campioni istologici umani ottenuti in cor-
so di interventi di aterectomia, € maggiore
nelle placche dei diabetici, rispetto ai pa-
zienti non diabetici (29).

I monociti non solo sono determinanti
nella fase iniziale di formazione della plac-
ca (attraverso i processi di migrazione,
adesione, maturazione in macrofagi con
endocitosi delle LDL ossidate e trasforma-
zione in cellule schiumose), ma hanno an-
che un ruolo nell’evoluzione calcifica della
placca. Infatti € stato dimostrato che i mo-
nociti i vitro aumentano la calcificazione
vascolare tramite 2 meccanismi tra loro in-
dipendenti, I'interazione cellula-cellula e la
produzione di fattori solubili quali il TNFa
(30) (Figura 2).

I recettori degli AGE (RAGE) sono pre-

senti sulla superficie delle cellule mono-
nucleate. Gli AGE sono chemiotattici per
i monociti umani, accumulandosi nella
matrice sottoendoteliale del vaso determi-
nano la migrazione selettiva dei monociti
attraverso l'endotelio. Linterazione degli
AGE con i RAGE, presenti sui monociti in-
ternalizzati nella placca, sarebbe in grado
di determinare I'espressione di fattori di
proliferazione quali il PDGF (31).

Il legame AGE-RAGE sulla superficie
dei monociti induce inoltre iz vitro una ri-
sposta inflammatoria, con aumentata pro-
duzione di citochine quali IL1p e TNFa ed
un’amplificazione dello stress ossidativo,
con incremento della produzione di radica-
le superossido da parte delle cellule mono-
citarie umane (32).

Una proteina chiave nell'interazione tra
sistema AGE/RAGE e monociti sarebbe la
S100b. La proteina S100b fa parte della fa-
miglia delle calgranuline ed € uno specifico
ligando dei RAGE presenti sulla superficie
dei monociti. Il legame tra S100b e RAGE
monocitari € in grado di attivare lo stress
ossidativo e un’aumentata espressione di
citochine, molecole di adesione, fattori di
crescita, aumentando la risposta inflamma-
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toria e la disfunzione vascolare associate
alle complicanze del diabete (33). A con-
ferma del ruolo cruciale svolto dalla S100b
nell’attivazione monocitaria, € stato dimo-
strato che un inibitore degli AGE, chiama-
to LR 90, ¢ in grado di inibire in vitro la
risposta inflammatoria dei monociti umani,
bloccando l'attivazione del’NF-kB indotta
dal legame tra RAGE ed S100b (34) (Figu-
ra 3).

Prodotti di glico-ossidazione:
implicazioni cliniche

Da quanto su esposto emerge in modo
chiaro il ruolo importante dell’accumulo
dei prodotti di glico-ossidazione nel deter-
minismo delle complicanze cardiovascola-
ri della malattia diabetica.

Gli studi che hanno evidenziato l'au-
mento dei livelli di AGE nel plasma dei
soggetti diabetici e la stretta correlazio-
ne positiva con la gravita dell’ateroscle-
rosi coronarica (35), e 'accumulo di tali
prodotti nelle placche aterosclerotiche
dei pazienti affetti da diabete (36) hanno
consolidato I'ipotesi che i prodotti di glico-

ossidazione possono costituire un marker
importante di malattia aterosclerotica nel
diabete (37-39).

Uno studio recente ha inoltre evidenzia-
to come i livelli plasmatici di pentosidina
siano significativamente pil elevati in pa-
zienti diabetici di tipo 2 affetti da arteriopa-
tia periferica rispetto ai pazienti senza tale
complicanza (40), suggerendo che la pen-
tosidina possa essere un marker predittivo
di arteriopatia periferica nel diabete tipo 2.
In questo contesto ¢ utile sottolineare che
i livelli dei prodotti di glico-ossidazione
non correlano necessariamente con i tra-
dizionali parametri di controllo glicemico
utilizzati nei pazienti diabetici, quali la gli-
cemia plasmatica a digiuno e recenti livelli
di HbAlc, mentre a lungo termine, uno
scarso controllo glicemico € correlato con
la produzione di AGE.

Anche un lungo periodo di buon con-
trollo metabolico non € in grado di norma-
lizzare i livelli di prodotti glico-ossidazio-
ne, come la pentosidina, dimostrando che
I'iperglicemia provoca uno stress ossida-
tivo persistente che ¢ in grado “per sé” e
indipendentemente dalle concentrazioni
di glucosio di indurre e potenziare la for-
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Figura 4 - esRAGE
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mazione di AGE nei pazienti diabetici (41).

AGE e pentosidina sono risultati indur-
re disfunzione diastolica subclinica nei
pazienti diabetici tipo 2, con il contributo
determinante del declino delle difese an-
tiossidanti (42).

Anche i RAGE sono strettamente cor-
relati all'inflammazione e allo stress ossi-
dativo: infatti I'overespressione di questi
recettori per gli AGE é risultata associata
con un’importante reazione infiammato-
ria nella regione vulnerabile delle placche
estratte in corso di endoarterectomia ca-
rotidea (43).

Le concentrazioni plasmatiche delle iso-
forme solubili dei RAGE, espresse come
pool totale (SRAGE) e come isoforma en-
dogena (esRAGE), tendono ad essere piu
basse nei pazienti diabetici e ad essere,
in maniera non univoca, associate con le
complicanze cardiovascolari del diabete.

In questo contesto noi abbiamo recen-
temente riscontrato pit bassi livelli di
esRAGE nei diabetici tipo 2 con placche
aterosclerotiche nel distretto extracorona-
rico rispetto a quelli senza placche e solo
in questi ultimi gli esRAGE correlavano
con i parametri di glico-ossidazione, sug-
gerendo che ci sono due fenotipi differenti
di pazienti diabetici tipo 2 con diversa su-
scettibilita alla glico-ossidazione.

Nei pazienti senza complicanze macro-
vascolari, gli esRAGE sembrano avere
un ruolo di protezione vascolare, neutra-
lizzando gli effetti della glico-ossidazione
(44) (Figura 4).

Conclusioni

Da quanto suddetto ben si comprende
come la glico-ossidazione delle proteine
giochi un ruolo importante nel determi-
nismo dell’aterosclerosi nel diabete. Ma
accanto all’enorme messe di evidenze spe-
rimentali sull’argomento, va segnalata una
certa carenza e contraddittorieta dei risul-
tati degli studi clinici.

Lo sviluppo di metodologie analitiche
accurate e sensibili per lo studio di cine-
tiche di glicazione e per il riconoscimento
di specifici markers, accanto a studi pro-
spettici su ampie popolazioni, portera si-
curamente a meglio definire 'importanza
clinica di tale processo.

GLOSSARIO

AGE: prodotti di glicazione avanzata

RAGE: recettori dei prodotti di glicazione
avanzata (AGE)

NF-kB: nuclear factor kappa B

NO: ossido nitrico

PDGEF: platelet-derived growth factor
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