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Abstract

Gestational diabetes mellitus (GDM), which is characterized by glucose
intolerance first diagnosed during pregnancy, is one of the most com-
mon pregnancy complication. It is now affecting approximately 14% of
pregnancies worldwide, and its prevalence continues to increase.
Although GDM usually resolves after delivery, it may have several
long-lasting health consequences, such as increased risk for type 2 dia-
betes mellitus and cardiovascular disease, on the mother as well as on
the offspring.

Anincreasing body of evidences supports the notion that experiencing
an adverse intrauterine environment, especially when due to maternal
hyperglycemia, can affect cellular and organ systems during the early
life of the offspring and interact with postnatal environmental and life-
style factors to define metabolic disease risk.

The concept of lasting consequences of early-life environmental expo-
sure for later disease risk is widely known as “fetal programming”, but
the involved mechanisms are still not completely known.

Compelling evidences point to the epigenetic processes as an import-
ant mechanism underpinning lasting effects on the offspring.

The epigenetic processes, which include DNA methylation, the es-
tablishment of chromatin states by histones modifications and
non-coding RNAs regulation, are able to modulate gene expression
without DNA nucleotide sequence changes. These processes, phys-
iologically involved in cell differentiation and the maintenance of
the differentiated state, also play an important role in the complex
interplay between genes and the environment. This interaction may
result in the activation or deactivation of genes through induced
epigenetic changes, thus facilitating adaptation to different envi-
ronmental cues.

This review provides an overview of the critical role of epigenetic chang-
es in fetal metabolic programming linked to GDM and their long-lasting
health consequences.

KEY WORDS pregnancy; gestational diabetes; insulin secretion; long-
term consequences; epigenetics; type 2 diabetes; diabetes risk.

JAMD 2023 | VOL. 26 | N° 1



Riassunto

Il diabete mellito gestazionale (GDM), che e carat-
terizzato da intolleranza al glucosio diagnosticata
per la prima volta durante la gravidanza, € una delle
complicanze piu comuni della gravidanza. Attual-
mente il GDM colpisce circa il 14% delle gravidanze
in tutto il mondo e la sua prevalenza continua ad
aumentare.

Sebbene il GDM di solito si risolva dopo il parto, esso
puo avere diverse conseguenze a lungo termine sul-
la salute, come un aumento del rischio di diabete
mellito di tipo 2 e malattie cardiovascolari, sia nella
madre che nella prole.

Un numero crescente di evidenze supporta l'idea
che lesperienza di un ambiente intrauterino avver-
so, specialmente se dovuto all’iperglicemia mater-
na, possa influenzare i sistemi cellulari e gli organi
durante le prime fasi di vita della prole, e interagire
con fattori ambientali e stile di vita postnatale per
definire il rischio di future malattie metaboliche. Il
concetto legato alle conseguenze durature delle-
sposizione ambientale nelle prime fasi dello svilup-
po rispetto al rischio futuro di malattia @ ampiamen-
te conosciuto come “programmazione fetale”, ma i
meccanismi coinvolti non sono ancora completa-
mente noti.

Prove convincenti indicano i processi epigenetici
quale importante meccanismo alla base degli effetti
sul futuro stato di salute nella prole.

| processi epigenetici, che includono la metilazione
del DNA, la determinazione degli stati della croma-
tina mediante la modificazione degli istoni e la re-
golazione degli RNA non codificanti, sono in grado
di modulare l'espressione genica senza apportare
cambiamenti nella sequenza nucleotidica del DNA.
Questi processi, che sono fisiologicamente coinvolti
nella differenziazione cellulare e nel mantenimento
dello stato di differenziamento, svolgono anche un
ruolo importante nella complessa interazione tra
geni e ambiente. Questa interazione puo indurre
l'attivazione o la disattivazione dei geni attraverso
cambiamenti epigenetici, facilitando 'adattamento
a diversi segnali ambientali.

Questa rassegna fornisce una panoramica del ruolo
critico dei cambiamenti epigenetici nella program-
mazione metabolica fetale legata al GDM e al loro
effetto a lungo termine sulla salute.

PAROLE CHIAVE gravidanza; diabete gestazionale;
secrezione insulinica; conseguenze a lungo termine;
epigenetica; diabete di tipo 2; rischio di diabete.
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Introduzione

Il diabete mellito, ed in particolar modo il diabete
di tipo 2, ha raggiunto attualmente nel mondo pro-
porzioni epidemiche, ma gli sforzi fin qui messi in
campo per frenare questa epidemia hanno avuto un
successo piuttosto limitato™.

E interessante notare che non solo negli ultimi anni
l'eta di esordio della malattia e andata progressiva-
mente diminuendo ma si osserva una percentuale
crescente di giovani donne affette da diabete, ed un
numero di gravidanze complicate dall’iperglicemia
che continua a salire®.

Numerosi studi epidemiologici hanno da tempo eviden-
ziato che il diabete mellito gestazionale (GDM) & un im-
portante fattore di rischio per la salute metabolica della
donna e del nascituro. Il GDM infatti, non solo aumenta
enormemente il rischio di diabete di tipo 2 nella madre
e nelle generazioni successive, creando cosi un circolo
vizioso di “diabete che genera diabete” (Figura 1), ma
espone la prole anche allo sviluppo futuro di diverse al-
tre patologie metaboliche tra cui l'obesita¥, la malattia
cardiovascolare®¥ e la sindrome metabolica®.

Anche nei modelli animali diiperglicemia materna sono
stati evidenziati nella progenie diversi effetti a lungo ter-
mine, tra cui aumento dell’adiposita, insulino-resisten-
za, disfunzione delle beta cellule, e importanti cambia-
menti strutturali e funzionali in organi e tessuti coinvolti
nel metabolismo glucidico e lipidico®.

Anche se i meccanismi precisi che legano gli effetti
dell’iperglicemia in gravidanza allo stato futuro di
salute della madre e della prole restano ancora da
chiarire, si ipotizza che i processi epigenetici, che
svolgono un ruolo fondamentale nella regolazione
dell’espressione genica, in particolar modo durante
la vita embrionale e fetale, possano essere i media-
tori chiave di questa relazione.

In questa rassegna verranno approfondite le specifiche
relazioni tra il GDM e le modificazioni epigenetiche,
per comprendere in dettaglio, alla luce delle evidenze
scientifiche attualmente presenti in letteratura, il ruo-
lo dell’epigenetica sulla programmazione fetale (fetal
programming) indotta dall’iperglicemia materna e su-
gli effetti avversi a lungo termine nella prole.

Diabete gestazionale e “fetal
programming”
La gravidanza rappresenta uno stato dinamico in

cui il corpo della donna si adatta al prodotto del
concepimento in via di sviluppo attraverso impor-
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Figura 1 [ Il “circolo vizioso” del diabete.
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La donna che sperimenta il diabete gestazionale (GDM) in gravidanza presenta un rischio aumentato di sviluppare successivamente il
diabete di tipo 2 (DT2). Liperglicemia materna influenza negativamente la corretta programmazione metabolica nel feto. Questo, oltre
che avere possibili conseguenze sulla vita perinatale del nascituro, puo impattare negativamente sul suo stato di salute nella vita futura

(sia nell’adolescenza che nella vita adulta) aumentando anche nei giovani adulti il rischio di DT2 e nelle giovani donne il rischio di GDM.
ILGDM e quindi in grado di innescare un circolo vizioso di “diabete che genera diabete”.

tanti cambiamenti fisiologici e anatomici. Cio si
manifesta con un aumento del peso, lo sviluppo
placentare e diversi e profondi cambiamenti nel
sistema metabolico™. Uno dei piu importanti tra
questi € rappresentato dalla graduale riduzione
della sensibilita all'insulina®. Conseguentemente,
il glucosio e tutti i nutrienti vengono assorbiti ed
immagazzinati nelle prime fasi della gravidanza
per il fabbisogno energetico richiesto successiva-
mente nella gestazione. Durante la seconda meta
della gravidanza (20-24 settimane in poi) si osserva
quindi un aumento dell’insulino-resistenza, me-
diata dagli ormoni placentari oltre che da fattori
coinvolti nell'inflammazione cronica® ?. Di con-
seguenza, le cellule beta pancreatiche vanno in-
contro a ipertrofia e iperfunzione per produrre piu
insulina e quindi compensare l'insulino-resistenza
materna®.

Lincapacita di compensare laumento della doman-
da di insulina durante la gravidanza e alla base di
uno dei meccanismi fisiopatologici piu rilevanti del
diabete gestazionale (GDM)19,

Il GDM rappresenta una delle complicanze pit comu-
ni della gravidanza, con una prevalenza che varia dal
2% al 25% a seconda dei criteri diagnostici utilizzati
e della specifica popolazione studiatal***?, 'obesita,
una storia familiare di diabete o precedenti esperien-
ze di iperglicemia in gravidanza sono tra i principali
fattori di rischio per lo sviluppo del GDM®9,

Il GDM e associato ad un aumentato rischio di com-
plicanze ostetriche per il nascituro (come ad es.
parto pretermine, macrosomia e spalla distocica) e
di disturbi neonatali (es. ipoglicemia, iperbilirubine-
mia e sindrome da distress respiratorio)*¥ ma anche
ad effetti a lungo termine sulla prole (es. obesita,
sviluppo puberale accelerato e diabete di tipo 2 ad
esordio giovanile)419,

Anche se lintolleranza materna al glucosio di solito
si normalizza poco dopo la gravidanza, le madri con
GDM presentano un rischio quasi 10 volte maggiore di
sviluppare il diabete di tipo 2 rispetto alle donne con
gravidanze non complicate da GDM", cosi come un
aumentato rischio di sviluppare future malattie car-
diovascolari anche in assenza di diabete di tipo 217
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E noto ormai da tempo che il benessere di un
individuo nellarco della vita e strettamente
influenzato dalle interazioni tra il suo background
genetico, l'ambiente, ed il suo stile di vita. Le attuali
conoscenze scientifiche hanno pero evidenziato
che anche l'ambiente intrauterino, al quale un
individuo e esposto durante la vita fetale, puo avere
un impatto a lungo termine sul suo stato di salute.
Durante la vita intrauterina infatti lo sviluppo del
feto e particolarmente vulnerabile a diversi fattori,
tra cui le condizioni fisiche materne (presenza di
obesita, iperglicemia, ipertensione etc.) ma anche
bambiente esterno a cui la madre e esposta durante
stress psicoemotivo etc.). Tutti questi fattori posso-
no influire in modo permanente sulla condizione di
salute del bambino dopo la nascita ma anche sul
suo futuro stato di salute nella vita adulta.

Piu di 20 anni fa, 'epidemiologo britannico David
Barker, studiando la correlazione tra basso peso alla
nascita ed aumentato rischio di malattia cardiova-
scolare nell’eta adulta, introdusse per la prima vol-
ta il concetto di “fetal programming” (letteralmente
programmazione fetale), definendolo come risposta
adattativa del feto, messa in atto quando 'ambiente
ottimale in cui questo cresce e si sviluppa viene per-
turbato da fattori avversi®®. Il ‘fetal programming’
rappresenta quindi un meccanismo di fondamenta-
le importanza, in particolar modo durante il perio-
do critico di sviluppo degli organi essenziali, poiché
permette al nuovo organismo di mantenere lomeo-
stasi in condizioni avverse.

Barker e colleghi evidenziarono che mediante il
‘programming’ il feto € in grado in condizioni sfa-
vorevoli di mettere in atto una risposta adattativa
sviluppando un fenotipo definito “parsimonioso”,
capace cioe di assicurare la sopravvivenza rispar-
miandoil cervello a scapito dialtri organiimportanti
come il fegato, il pancreas, i reni e i muscoli. Questo
programma adattativo, sebbene conferisca al feto
un immediato vantaggio in utero, sarebbe pero poi
responsabile diuna maggiore vulnerabilita a diverse
malattie croniche nella vita adulta®?.
Liperglicemia in gravidanza, anche quando non as-
sociata all’'obesita materna, sembra essere uno dei
fattori piu rilevanti nella determinazione del fetal
programming. Negli ultimi anni, infatti, numerosi
studi epidemiologici hanno evidenziato che gli ef-
fetti dismetabolici del diabete in gravidanza sono in
grado di innescare un “circolo” vizioso che riguarda
sia la madre che le generazioni successive. Il GDM &
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infatti responsabile, oltre che di complicanze sulla
gravidanza e sul parto, del rischio marcatamente
elevato di sviluppare nella vita adulta il diabete di
tipo 2, o le malattie cardiometaboliche ad esso as-
sociate, osservato nella prole'.

In uno studio recente, e stato riportato che i figli di
madri con GDM mostravano un aumento dell’adipo-
sita, un inizio precoce della puberta e tratti disme-
tabolici, gia nell’eta preadolescenziale (9-16 anni)®*,
Clausen e colleghi hanno evidenziato che la prole
giovane adulta di madri con GDM ha un rischio fino
a otto volte piu elevato di sviluppare diabete di tipo
2 o prediabete, un rischio due volte piu elevato di
essere in sovrappeso e un rischio quattro volte piu
elevato di sviluppare la sindrome metabolica rispet-
to alla prole di donne non diabetiche??),
Cambiamenti metabolici e dello sviluppo nel tessuto
muscolare e adiposo, inclusa lipertrofia degli adipo-
citi, sono tra i possibili meccanismi in grado di spie-
gare laumento del rischio di malattia a lungo termine
nella prole di madri con GDM®, E stato inoltre evi-
denziato che l'esposizione fetale al diabete materno
¢ associata a una ridotta produzione di insulina piu
avanti nella vita, potenzialmente mediata dalla ridot-
ta massa delle beta cellule. Questo suggerisce un al-
tro importante meccanismo possibilmente in grado
di determinare un aumento del rischio di diabete®.
Un’ampia meta-analisi ha inoltre mostrato un rischio
pit elevato di malformazioni congenite, in particolare
di anomalie cardiovascolari, nella prole di donne con
GDM e con diabete di tipo 2 rispetto alla prole di don-
ne non diabetiche®.

E importante sottolineare che l'impatto economico
sui sistemi sanitari imputabile al GDM e molto alto,
e si stima che negli Stati Uniti il solo GDM costi piu di
1,8 miliardi di dollari all’anno, senza considerare le
sue conseguenze a lungo termine®?”. Ad oggi pero gli
esatti meccanismi patogenetici che mediano la re-
lazione tra esposizione in utero all’iperglicemia ma-
terna ed effetti avversi sulla prole sono complessi
e non definitivamente chiariti, cosi come non sono
stati ancora chiariti gli esatti termini di trasmissione
del rischio attraverso le generazioni.

Fetal programming e
modificazioni epigenetiche

Numerose evidenze scientifiche, ottenute negli ul-
timi anni, indicano che i processi epigenetici siano
tra i meccanismi principalmente coinvolti nel fetal
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programming e in grado di spiegarne i suoi effetti a
lungo termine sullo stato di salute dell'individuo®®.
Le modificazioni epigenetiche si riferiscono sostan-
zialmente a modificazioni ereditabili, che comporta-
no cambiamenti nell’espressione genica senza pero
alterare la sequenza del DNA. Nel dettaglio, esse si
realizzano o attraverso specifiche reazioni, grazie
alle quali una serie di molecole vengono attaccate
o staccate da specifiche regioni del DNA o della cro-
matina, rendendole cosi pit 0 meno accessibili alla
trascrizione genica, oppure mediante l'attivita di re-
golazione da parte di RNA non codificanti®®.

| meccanismi epigenetici sono in grado di influenza-
re la regolazione dell’espressione genica con diverse
modalita, ma tre sono quelle piu note attraverso le
quali essi agiscono: la metilazione del DNA, la modi-
fica degliistoni e l'attivita degli RNA non codificanti,
in particolar modo dei miRNA®?,

Mentre il genoma (uguale in tutte le cellule) fornisce
le istruzioni che consentono la determinazione ed
il funzionamento di un organismo vivente, l'epige-
noma (definito dallo specifico assetto di marcatori
epigenetici presenti in ciascuna cellula) consente
a queste istruzioni di essere lette differenzialmente
nei diversi tipi cellulari e nel momento opportuno,
determinando quali specifici geni devono essere
trascritti e quali silenziati, modulandone quindi cor-
rettamente l'espressione durante tutto lo sviluppo e
la vita adulta.

L'assetto epigenetico nelle cellule di un individuo
viene stabilito in due momenti critici del suo svilup-
po che si svolgono nella vita intrauterina: il pre-im-
pianto dell’embrione e lo sviluppo delle cellule
germinali primordiali nel feto™. Le specifiche mo-
dificazioni epigenetiche stabilite in quei momenti
vengono trasmesse in modo relativamente stabile
nei processi di proliferazione cellulare.

| meccanismi epigenetici sono pero processi di-
namici in grado di rispondere plasticamente sia ai
segnali intrinseci dell'organismo, al fine di poter
espletare fedelmente il programma di sviluppo e dif-
ferenziamento dettato dal DNA, ma anche a quelli
estrinseci, sia di natura ambientale (es. esposizione
a xenobiotici) che sociale (es. abitudini alimentari,
stile di vita), al fine di consentire, per quanto possi-
bile, il mantenimento dellomeostasi in cellule, tes-
suti ed organi.

Modificazioni epigenetiche possono quindi verifi-
carsi durante tutto l'arco della vita stessa.

A seconda del momento in cui si verificano pero,
se nella vita prenatale o in quella postnatale, esse

possono avere un impatto molto diverso sulla vita
e sulla salute dellorganismo. Infatti, cambiamenti
epigenetici indotti durante lo sviluppo embrionale
sembrano avere un impatto molto maggiore sull’or-
ganismo in quanto le alterazioni che si verificano
nelle cellule staminali embrionali singole possono
essere trasmesse nelle divisioni mitotiche consecu-
tive e interesseranno molte piu cellule (e di conse-
guenza i tessuti e gli organi che da queste origine-
ranno) rispetto alle alterazioni che si verificano in
cellule staminali adulte e/o somatiche durante lo
sviluppo postnatale®?.

Evidenze scientifiche dimostrano che le modifica-
zioni epigenetiche acquisite possono essere tra-
smesse alle generazioni successive® ¥, La possibili-
ta che le modificazioni epigenetiche possano essere
trasmesse alla progenie apre un importante scena-
rio sull’ereditarieta delle malattie complesse e sulla
determinazione del rischio di sviluppare malattia
nella vita adulta di figli e nipoti.

Poiché il fetal programming viene indotto da un
ambiente uterino sfavorevole e la risposta ad un
ambiente sfavorevole in utero induce modificazioni
epigenetiche trasmissibili si & ipotizzato che proprio
l'epigenetica giocasse un ruolo chiave nella media-
zione tra esposizione ad un ambiente sfavorevole
nella vita prenatale ed effetti a lungo termine sulla
salute. Linstaurarsi nel feto e nelle sue cellule ger-
minali di un assetto epigenetico diverso da quello fi-
siologico predeterminato potrebbe spiegare la mag-
giore suscettibilita alla malattia nella vita adulta.

Diabete gestazionale e
modificazioni epigenetiche

Metilazione del DNA

La maggior parte degli studi umani volti a valutare la
possibile mediazione dell’epigenetica nella correla-
zione fra l'esposizione al GDM in utero e gli effetti a
lungo termine sulla salute della prole e stata effet-
tuata valutando lo stato di metilazione del DNA nella
placenta, nel cordone ombelicale della prole o nel
sangue dei neonati®. La metilazione del DNA é infat-
tiil meccanismo epigenetico pit ampiamente analiz-
zato e studiato. Durante questo processo, un gruppo
metilico viene aggiunto alla posizione 5 dei residui di
citosina. Gli enzimi che catalizzano la metilazione del
DNA sono le DNA metiltransferasi (DNMT1, DNMT3A e
DNMT3B). DNMT1 e principalmente responsabile del
mantenimento dell’assetto della metilazione durante
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la sintesi del DNA, mentre DNMT3A e DNMT3B sono
invece necessari per la metilazione de novo®,

Le citosine metilate si trovano principalmente nelle
cosiddette isole CpG (citosina-fosfato-guanina) re-
gioni in cui il dinucleotide CG é ripetuto numerose
volte; esse sono importanti indicatori epigenetici
della stabilita genomica e dell’espressione genica.
Nella maggior parte dei casi, ipermetilazione di
regioni del DNA situate in un promotore genico e
collegata al silenziamento genico. Al contrario, un
basso livello di metilazione & generalmente associa-
to all’attivazione genica.

La metilazione rappresenta un elemento chiave
della differenziazione cellulare e svolge un ruolo im-
portante nella determinazione e nel mantenimento
dello stato differenziato®®. 'assetto specifico della
metilazione del DNA presente in ogni cellula (defini-
to pattern di metilazione) viene fedelmente copiato
dalla metiltransferasi DNMT1 durante la replicazione
del DNA e trasmesso alle cellule figlie con la mitosi.
Nei mammiferi, quasi tutti i pattern di metilazione
vengono pero cancellati, prima durante la gameto-
genesi e poi di nuovo all’inizio dell’embriogenesi,
con processi di demetilazione e nuova rimetilazio-
ne che si verificano ogni voltat®. La demetilazione,
che si verifica precocemente durante 'embrioge-
nesi, avwiene nel periodo pre-impianto in due fasi:
inizialmente nello zigote, poi durante i primi cicli
di replicazione embrionale negli stadi di morula e
blastula. Un’'ondata di nuova metilazione si verifica
poi durante la fase di impianto dellembrione, con-
sentendo una repressione globale che permette le-
spressione dei geni housekeeping in tutte le cellule.
Successivamente, nella fase post-impianto, i pattern
di metilazione sono invece ridefiniti specificamente
per stadio e tessuto, ed una volta definiti in ogni
singolo tipo cellulare perdurano stabilmente per un
lungo periodo®”.

La metilazione pero, essendo un processo dinami-
co, e suscettibile alle perturbazioni ambientali che
possono agire sia modulando lattivita delle metil-
transferasi e delle demetilasi sia attraverso la dispo-
nibilita dei gruppi metile (ad esempio attraverso la
dieta). Questo meccanismo epigenetico spieghereb-
be quindi, in parte, una delle modalita attraverso la
quale i possibili cambiamenti indotti dall’lambiente
(in questo caso rappresentati appunto dall’altera-
zione dei pattern di metilazione) possano essere
trasmessi alle successive generazioni cellulari attra-
verso la mitosi o la meiosi e senza alterare il codice
genetico.
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Utilizzando lapproccio del gene candidato, sono
stati identificati nei tessuti fetali di bambini nati da
madri con GDM diversi geni differenzialmente meti-
lati; questiincludono loci correlati alla leptina (LEP),
all’adiponectina (ADIPOQ), al gene imprintato MEST,
e ai geni ABCA1, SLC2A1/GLUT1 e SLC2A3/GLUTS,
geni coinvolti nel metabolismo energetico e gluci-
dico®. Modificazioni epigenetiche in questi loci in
risposta alla compromissione dellomeostasi del
glucosio durante la gravidanza potrebbero quindi
essere verosimilmente responsabili della suscettibi-
lita ad un incremento di adiposita e di insulino-resi-
stenza nella prole.

Due studi di associazione condotti sull’intero epige-
noma (EWAS) hanno infatti riportato associazioni di
marcatori di metilazione del DNA correlati al diabete
materno con effetti sull’adiposita nell’infanzia®49,
Uno di questi studi, che includeva i dati ottenuti in
due importanti studi prospettici: 'EPOCH (Exploring
Perinatal Outcomes in Children) e il Colorado Heal-
thy Start, ha identificato 6 marcatori di metilazione
del DNA, correlati al GDM e associati a misure di adi-
posita nell’infanzia e alla distribuzione del grasso®®”.
| profili di metilazione valutati nel sangue periferico/
cordonale della prole esposta e non esposta a GDM
(n =285, eta media 10,5 anni) hanno rivelato che la
metilazione del gene SH3PXD2A era associata a BMI,
circonferenza vita, spessore delle pliche cutanee,
tessuto adiposo sottocutaneo e livelli di leptina. Nel
secondo studio, condotto invece su 388 bambini
indiani Pima dell’Arizona (eta media 13,0 anni)“? i
marcatori di metilazione del DNA alterati dall’espo-
sizione intrauterina al diabete materno erano an-
ch’essi associati al BMI e alla secrezione insulinica
della prole ma erano diversi da quelli rilevati dallo
studio EPOCH. La discrepanza nei siti di metilazione
del DNA rilevati nei due studi potrebbe essere do-
vuta alle diverse popolazioni studiate, alle covariate
utilizzate per 'aggiustamento statistico e ai diversi
outcomes selezionati.

Una relazione causale tra iperglicemia materna e
regolazione epigenetica del gene della leptina (che
ha una rilevanza biologica nella programmazione a
lungo termine di una eccessiva adiposita nella prole)
¢ stata osservata nel sangue del cordone ombelica-
le della prole e identificata mediante un approccio
di randomizzazione mendeliana®. Le modificazioni
epigenetiche innescate dalla glicemia materna evi-
denziavano un’associazione tra livelli di metilazione
del DNA piu bassi nel sito CpG cg12083122 (nel gene
della leptina) e livelli piu elevati di leptina nel sangue
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del cordone ombelicale della prole?. Livelli piu ele-
vati di metilazione del DNA dei geni chiave responsa-
bili del metabolismo glicemico/lipidico (PPARGC1ar)
sono invece risultati correlati con livelli piu elevati di
leptina nel sangue del cordone ombelicale di prole
esposta a iperglicemia materna®. La metilazione del
DNA (aumento della metilazione di PYGO1 e CLN8) e
stata invece riportata mediare gli effetti avversi dell’e-
sposizione al GDM in utero sui tratti cardiometabolici
della prole (aumento livelli VCAM-1)#3,

Dati interessanti hanno anche evidenziato un ef-
fetto dell’esposizione all’iperglicemia in utero sul-
lo sviluppo neurologico. Una recente meta-analisi
dei dati EWAS del consorzio “Pregnancy and Chil-
dhood Epigenetics” (comprendente 3.677 coppie
madre-neonato provenienti da 7 differenti coorti)
hanno evidenziato che il GDM era associato a ipo-
metilazione del promotore di OR2L.13, un gene asso-
ciato al disturbo dello spettro autistico, nel sangue
del cordone ombelicale®¥. Lo studio é di partico-
lare rilevanza poiché ha tenuto in conto numerosi
potenziali fattori confondenti, tra cui l'eterogeneita
delle cellule del sangue del cordone ombelicale, che
é una delle possibili fonti di variabilita nella metila-
zione del DNA.

Gli studi fin qui riportati supportano l'ipotesi che ['i-
perglicemia materna sperimentata dal feto durante
la vita intrauterina possa tramite modificazioni dei
pattern di metilazione avere un impatto importante
sulla deregolazione dispecifici geniimplicati nel me-
tabolismo energetico, nella funzione beta cellulare e
in altre specifiche funzioni legate al mantenimento
dellomeostasi glucidica che nel tempo possono
concorrere alla determinazione futura di malattie
metaboliche come il diabete di tipo 2, l'obesita e la
malattia cardiovascolare, specificatamente legate
ad alterazioniin queste pathways.

Tali studifornisconoinoltre preziose informazioni su
specifici marcatori epigenetici che possono guida-
re la ricerca futura nell’'identificazione di potenziali
biomarcatori diagnostici e lo sviluppo di nuove stra-
tegie predittive e/o terapeutiche.

Deregolazione dei miRNA

I MiRNA, sono piccoli RNA non codificanti, costituiti
da circa 22 nucleotidi, che agiscono come regolatori
negativi inibendo la traduzione del’mRNA o por-
tando alla sua degradazione. Nella maggior parte
dei casi, i miRNA mediano il silenziamento genico
post-trascrizionale legandosi in modo complemen-

tare a sequenze target presenti nelle regioni 3' 0 5’
non tradotte (3'-UTR o 5'-UTR) o nelle regioni open
reading frame (ORF) degli RNA messaggeri“>),

E stato evidenziato che i miRNA abbiano un impor-
tante ruolo nella regolazione dei processi metaboli-
ciedellafunzione e della massa delle beta cellule®”.
L'analisi dell'intero mirnoma ha evidenziato che ol-
tre 600 MiRNA sono espressi nella placenta umana
e che essi hanno un ruolo essenziale nel manteni-
mento dell’lomeostasi in gravidanza®. Esistono nu-
merose evidenze a supporto del fatto che una loro
deregolazione possa essere correlata al GDM ed ai
suoi affetti avversi sul feto.

Diversi studi hanno evidenziato che i geni coinvolti
nel metabolismo dei lipidi e del glucosio sono ber-
sagli dei miRNA placentari.

Zhao e colleghi® hanno studiato l'espressione di
miR-518d nelle placente di donne con GDM e parto
cesareo, rispetto a donne con normale tolleranza al
glucosio (NGT). Gli autori hanno riportato una so-
vraregolazione del miR-518d, che regola negativa-
mente il fattore di trascrizione PPARa, nelle donne
con GDM. PPARa € un recettore nucleare coinvolto
nellomeostasi glucidica e lipidica e nell’'infiamma-
zione, la cui deregolazione e implicata nella cardio-
miopatia diabetica®?,

Uno studio recente condotto su donne con GDM e
donne con NGT ha riportato una down regolazione
del miR-21 ed un aumento di PPARa nelle placen-
te derivate da donne con GDM rispetto al gruppo di
controllo®?,

Un altro interessante studio ha evidenziato una
down regolazione del miR-143 in donne con GDM
trattate con insulina, rispetto a donne trattate con la
dieta o alle donne con NGT; miR-143 targhetta l'en-
zima esochinasi-2 (HK-2)®¥, che fosforila il glucosio
per produrre glucosio-6-fosfato e rappresenta il pri-
mo passo nella via glicolitica.

Tutti questi studi hanno evidenziato che i miRNA
placentari sono coinvolti nel metabolismo dei lipidi
e del glucosio e la loro deregolazione pud contribu-
ire alla patogenesi del GDM e ad esiti avversi nella
prole.

Li e collaboratori® hanno studiato i profili di espres-
sione dei miRNA nelle placente di donne con GDM
e di donne con NGT. L’analisi ha permesso di iden-
tificare l'espressione differenziale di 9 miRNA nel
tessuto placentare delle donne con GDM. Tra questi,
un miRNA era sovraregolato e otto erano downrego-
lati. | geni bersaglio di questi miRNA sono coinvolti
nella via di segnale del recettore del fattore di cre-
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scita epidermico (EGFR) lungo 'asse PI3K/Akt e sono
implicati nello sviluppo placentare e fetale. Poiché,
tra le altre funzioni, l'attivazione della via PI3K/Akt
migliora la proliferazione, la sopravvivenza e la cre-
scita cellulare®, gli autori dello studio hanno ipotiz-
zato un modello nel quale un signaling potenziato
dellEGFR nei tessuti esposti a GDM incrementa la
crescita fetale e placentare, contribuendo cosi alla
macrosomia.

Risultati simili sono stati osservati in espianti di villi
coriali ottenuti da donne con GDM e donne con pla-
cente sane®. Gli autori hanno osservato un diverso
profilo di miRNA esosomiali nelle donne con GDM,
dove 9 miRNA risultavano sovraregolati e 14 miRNA
downregolati. Questi miRNA targhettano geni coin-
volti nelle pathways associate a PI3K/Akt e a MAPK/
ERK1/2, entrambe coinvolte nella proliferazione
cellulare®>". Gli autori hanno ipotizzato che gli eso-
somi placentari potrebbero svolgere un ruolo nella
modulazione della sensibilita all’insulina in gravi-
danza.

In un altro studio, Ding e colleghi®® hanno valutato i
profili di miRNA in cellule HTR-8 derivate da espianti
divilli coriali da placente umane ottenute nel primo
trimestre di gravidanza da donne con GDM e don-
ne con NGT. Essi hanno evidenziato che il miR-138-
5p aveva una espressione ridotta nelle cellule GDM
HTR-8 rispetto alle cellule di controllo, con conse-
guente maggiore proliferazione e migrazione dei
trofoblasti.

Piu recentemente, un altro studio, di dimensioni
campionarie piu consistenti, ha esaminato i pro-
fili di espressione di miRNA nel tessuto placentare
di donne con GDM e donne con NGT®. | risultati
ottenuti, che sono stati ulteriormente confermati
mediante gRT-PCR, mostravano una sovraregola-
zione del miRNA-144 e una down regolazione del
miRNA-125b nelle placente di donne con GDM ri-
spetto al gruppo di controllo. Uespressione di questi
miRNA era simile a quella osservata negli esosomi
circolanti nel plasma di donne con GDM. La sovrare-
golazione del miRNA-144 e risultata negativamente
correlata al BMI e positivamente collegata alla tolle-
ranza al glucosio valutata mediante OGTT.

E stato infine pubblicato uno studio in cui la dere-
golazione dei miRNA é stata correlata agli effetti a
lungo termine nella prole adulta di donne con GDM.
Gli individui esposti al diabete materno evidenzia-
no un aumento dell’espressione di miR-15a e miR-
15b nel muscolo scheletrico. E interessante notare
che questi miRNA possono alterare 'espressione di
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proteine importanti nelle vie di segnale dell’insu-
lina e diminuire il livello dei recettori dell’insulina
causando cosi una ridotta tolleranza al glucosio o
anche il diabete nella prole di donne diabetiche®.
In conclusione, questi studi hanno evidenziato che
i MiRNA placentari non solo sono fondamentali per
la corretta funzione placentare ma svolgono anche
un importante ruolo negli adattamenti metabolici
durante la gravidanza (ad es. resistenza all’insulina,
funzione pancreatica e beta-cellulare). La loro dere-
golazione pud quindi comportare complicanze feta-
li ed avere un effetto negativo sullo stato futuro di
salute della prole di donne che hanno sperimentato
il GDM.

Sebbene diversi miRNA siano stati rilevati nel primo
trimestre di gravidanza, nella maggior parte degli
studi esaminati l'osservazione era limitata alla fine
del secondo trimestre di gestazione.

Nonostante le evidenze ottenute, a tuttora molti
degli studi non hanno avuto una replicazione. Per-
tanto, sono necessari ulteriori studi, e su campioni
di dimensioni maggiori, che possano convalidare
definitivamente i miRNA con significato realmente
eziopatogenetico per le complicanze del GDM e i
suoi effetti a lungo termine sulla prole.

Effetti epigenetici inter- e
trans-generazionali

Comedetto precedentemente, la gravidanza rappre-
senta una finestra di vulnerabilita durante la quale
gli effetti avversi dell’esposizione materna a deter-
minati fattori legati allambiente o allo stile di vita
possono ripercuotersi sulla salute della prole. E sta-
to inoltre osservato che gli effetti avversi sperimen-
tati nella vita intrauterina possono verosimilmente
avere conseguenze non solo sulla salute della prole
ma anche su quella dei nipoti e dei pronipoti. Questi
effetti sono definiti di tipo inter-generazionale se le
generazioni coinvolte hanno sperimentato diretta-
mente l'esposizione e di tipo trans-generazionale
quando le generazioni subiscono le conseguenze di
una determinata esposizione senza pero averla spe-
rimentata direttamente.

Gli effetti inter- e trans-generazionali sono spiegabili
dalle modificazioni epigenetiche, che come descrit-
to precedentemente una volta prodottesi sono ere-
ditabili attraverso la meiosi.

Durante la gestazione infatti, gli embrioni (definiti
generazione F1, rispetto alla madre definita F0) ini-
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ziano a sviluppare le cellule germinali (denominate
generazione F2) che daranno origine alla loro prole
(cioé i futuri nipoti della madre F0). Le modificazio-
ni epigenetiche che si producono nell’embrione e
sono trasmesse alle sue cellule germinali configura-
no una eredita di tipo inter-generazionale (Figura 2).
Se gli effetti delle alterazioni epigenetiche determinate
in F1 e trasmesse ad F2 persistono anche nella genera-
zione F3 (che originera in futuro da F2) che non é stata
pero esposta direttamente al fattore di esposizione ori-
ginale sperimentato da FO, F1 ed F2, questo configura
una eredita di tipo trans-generazionale (Figura 2).

Numerosi studi nelluomo supportano lesistenza
di eredita inter- e trans-generazionale a seguito del
fetal programming innescato da diversi fattori tra
cui anche il GDM. Diversi studi condotti in modelli
animali hanno fornito la prova relativamente all’esi-
stenza dell’eredita inter-generazionale nel contesto

diabete
gestazionale

modificazioni
epigenetiche

F1 =) F2

eredita inter-generazionale

Figura 2 | Eredita inter- e trans-generazionale.

di iperglicemia materna ©%3. Prove sperimentali a
supporto di una eredita di tipo trans-generazionale,
invece, sono finora ancora molto poche e limitate a
specifiche condizioni e ottenute esclusivamente in
modelli animali 6469,

Strategie di prevenzione
e/o trattamento delle
modificazioni epigenetiche
e dei loro effetti a lungo
termine

La ricerca per esplorare se i cambiamenti epigeneti-
ci indotti possono essere invertiti o l'assetto epige-
netico presente inizialmente in un individuo possa
essere riprogrammato per favorire un migliore ri-
sultato metabolico e quindi fornire un’opportunita

F2C=) F3

eredita trans-generazionale

Un evento avverso (di tipo ambientale e/o sociale) sperimentato dalla madre (FO) durante la gravidanza (come ad. esempio l'iperglice-
mia) puo innescare modificazioni di tipo epigenetico nel feto (F1). Queste possono essere trasmesse alle sue cellule germinali (F2), con-
figurando una eredita di tipo inter-generazionale, e potenzialmente alla generazione dei futuri individui che origineranno dalle cellule
germinali fetali (F3). Questa generazione, pur non avendo sperimentato direttamente l'evento avverso, ne ereditera comunque gli effetti

(eredita di tipo trans-generazionale).
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per specifici interventi terapeutici, ha guadagnato
un’attenzione diffusa nel corso degli ultimi anni.
Studi /in vivo su ratti con IUGR hanno dimostrato
che il trattamento ormonale determina un’inver-
sione precoce della deacetilazione di Pdx1 (che co-
difica per un fattore di trascrizione necessario per
la maturazione e la funzione beta-cellulare) che di
conseguenza preserva la sua espressione genica e
contribuisce alla prevenzione dell’insorgenza del
diabetel®. Coerentemente, il trattamento in vitro
con incretina della linea cellulare di insulinoma di
ratto INS-1 o di isole pancreatiche murine attiva il
rimodellamento della cromatina cellulare, che fa-
cilita Uinterazione tra specifici enzimi modificanti la
cromatina e fattori di trascrizione®”. 'espressione
del gene Bcl2 incretino-correlata a CREB e risultata
ridotta dalla somministrazione dell'inibitore dell’i-
stone acetiltransferasi®”.

Oltre agli studi epigenetici sulla modificazione della cro-
matina, alcuni studi riportano anche che i cambiamenti
di metilazione del DNA indotti da un ambiente sfavore-
vole possono essere modificati da semplici interventi fi-
siologici come l'esercizio fisico o l'integrazione di micro-
nutrienti. Ad esempio, un intervento di esercizio fisico di
6 mesi ha indotto alterazioni nel profilo di metilazione
del DNA dell'intero genoma e nell’espressione genica
nel tessuto adiposo di pazienti obesi e con DT269,

Allo stesso modo e stato dimostrato che i ratti che
consumavano una dieta a basso contenuto proteico
avevano una maggiore metilazione del DNA e una
ridotta espressione genica dei geni del recettore dei
glucocorticoidi e del PPARY®. Questi cambiamenti
non sono invece stati osservati quando la dieta a
basso contenuto proteico veniva integrata con aci-
do folico®.

Oltre a questi studi, eleganti studi di intervento far-
macologico suggeriscono che l'assetto epigenetico
esistente potrebbe essere modificato per favorire
una migliore salute metabolica.

Ad esempio, 'aumento dell’espressione genica
di Ins1/2 e Glut2 nelle isole pancreatiche coltiva-
te ottenute da topi che erano stati trattati per 6
settimane con pioglitazone orale (un agonista del
PPARY) e risultato associato allaumento dell’ace-
tilazione dell’istone H3 e allaumento del dimetil
H3K4 in prossimita del promotore dell’insulina‘™.
Queste modificazioni epigenetiche dell’espres-
sione genica sono state associate a un migliore
controllo glicemico e a una maggiore secrezione
di insulina glucosio-stimolata nelle isole pancre-
atiche!™,

JAMD 2023 | VOL. 26 | N° 1

EPIGENETICA E GDM > S. PRUDENTE

Le evidenze ottenute nei diversi modelli sperimenta-
li suggeriscono che le modificazioni a carico dell’e-
pigenoma non sono necessariamente permanenti e
possono in qualche modo essere invertite.

| dati ottenuti evidenziano che specifici interventi
potrebbero contribuire a migliorare l'effetto negati-
vo sulla salute delle modificazioni epigenetiche in-
dotte da stress ambientali o dallo stile di vita e che
vi € impellente necessita di implementare questo
ambito estendendolo anche all’'uomo.

Conclusioni

| processi epigenetici, per la loro peculiarita di
determinare in maniera dinamica modificazioni
nell’attivita trascrizionale dei geni senza alterare la
sequenza del DNA e di essere stabilmente trasmis-
sibili, hanno parzialmente chiarito le modalita attra-
verso le quali lambiente e in grado di determinare
precocemente effetti fenotipici che si esplicheranno
pit avanti nella vita di un individuo influenzandone
il suo stato di salute.

Nel contesto delle evidenze scientifiche fin qui ot-
tenute indagando il GDM e che hanno supportato
il ruolo delle modificazioni epigenetiche tra i fattori
potenzialmente in grado di condizionare le traietto-
rie future di salute o malattia nella prole esposta in
utero, ci sono alcuni aspetti di particolare rilevanza
che meritano di essere attenzionati per una corretta
valutazione complessiva dei risultati discussi.
Innanzitutto, la maggior parte delle differenze epi-
genetiche riportate dai diversi studi effettuati, in
particolare quelli relativi ai cambiamenti dei livelli di
metilazione del DNA, sembrano essere abbastanza
modeste e potrebbero semplicemente riflettere l'e-
terogeneita cellulare.

In secondo luogo, pochissimi studi hanno correla-
to le modificazioni epigenetiche riscontrate a cam-
biamenti nell’espressione genica, e laddove questi
ultimi sono stati riportati vi € solo una indicazione
di associazione. Rimane quindi in gran parte inde-
terminata la relazione di causalita.

La maggior parte degli studi fin qui effettuati per
studiare le modificazioni epigenetiche ha utilizzato
i tessuti piu facilmente accessibili (come il sangue
cordonale, la placenta o il sangue intero) per estra-
polare gli effetti epigenetici di un ambiente intrau-
terino avverso sulla programmazione metabolica di
tessuti bersaglio. Poiché i cambiamenti epigenetici
sono altamente specifici per tipo cellulare e tissuta-
le, l'estrapolazione ottenuta indagando tessuti di-
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versi da quelli bersaglio potrebbe essere errata per-
ché la modificazione osservata in un tipo di cellula
o tessuto potrebbe non riflettere un cambiamento
simile altrove.

In ultimo, la maggioranza degli studi & stata condot-
ta su campioni di piccole dimensioni, con un potere
statistico limitato e la maggioranza di questi non ha
poi avuto una formale replicazione.

Vie quindila necessita di studi pit ampi e meglio di-
segnati, possibilmente di tipo prospettico, per poter
realmente ottenere dati incontrovertibili.

Una migliore comprensione dei meccanismi epige-
netici coinvolti nella risposta in utero all’iperglice-
mia materna e ai suoi possibili effetti a lungo termi-
ne, cosi come l'identificazione di specifici marcatori
epigenetici di rischio, potra consentire un rileva-
mento precoce e la messa in atto di interventi mi-
rati per ridurre i possibili effetti del GDM sulla madre
e sulla prole ma soprattutto il passaggio inter- e/o
trans-generazionale del diabete e delle condizioni
dismetaboliche ad esso associate e interrompere
cosi quel circolo vizioso attualmente in atto.

Le evidenze diuna possibile reversibilita delle modi-
ficazioni epigenetiche attraverso il ripristino di con-
dizioni metaboliche favorevoli (mediante 'adozione
di uno stile di vita sano e/o mediante trattamento
farmacologico), sebbene ancora preliminari, sono
molto incoraggianti e lasciano intravedere ottime
prospettive per potenziali interventi terapeutici pre
e postnatali al fine di prevenire/modificare l'insor-
genza delle alterazioni metaboliche legate al GDM.
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