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Riassunto
L’autoimmunità insulare è caratterizzata dalla
comparsa di autoanticorpi anti-insulari diretti
contro l’insulina (IAA), la decarbossilasi dell’aci-
do glutammico (GADA), la proteina tirosin-fosfa-
tasi IA-2 (IA-2A) ed altri autoantigeni. Gli auto-
anticorpi anti-insula pancreatica non sono pato-
genetici, ma sono marcatori utili per l’identifica-
zione del processo autoimmune anti-insulare. IAA
ed IA-2A sono più frequentemente riscontrati in
bambini con diabete di tipo 1 (DMT1), mentre la
frequenza dei GADA in pazienti diabetici non è
influenzata dall’età all’esordio della malattia. In
pazienti con DMT1 ad esordio nell’età adulta, i
GADA rappresentano il marcatore immunologi-
co con maggiore sensibilità diagnostica. In pa-
zienti diabetici adulti che non richiedono terapia
insulinica per almeno 6 mesi dopo la diagnosi, la
presenza di GADA identifica quella forma di dia-
bete nota come “Latent Autoimmune Diabetes
in Adults (LADA). In oltre l’80% dei casi, i pa-
zienti LADA sviluppano insulino-dipendenza en-
tro pochi anni dalla diagnosi. Inoltre nel LADA
vi è un’aumentato rischio di sviluppare altre ma-
lattie autoimmuni organo-specifiche. Un alto ti-
tolo GADA caratterizza un sottogruppo di pazien-
ti LADA con basso indice di massa corporea
(BMI), bassi livelli di peptide C ed un’aumentata
frequenza di aplotipi HLA di classe II associati
allo sviluppo di DMT1. Il dosaggio dei GADA
dovrebbe essere eseguito in pazienti diabetici
adulti per identificare i casi con autoimmunità
latente, ed, in caso di positività, lo screening per
altre malattie autoimmuni dovrebbe essere effet-
tuato. Sono attualmente disponibili kit commer-
ciali per la determinazione dei GADA e degli IA-
2A. La scelta del kit da utilizzare deve tenere in
considerazione i risultati dello specifico dosag-
gio in workshops internazionali di standardizza-
zione, come il Diabetes Antibody Standardization
Program (DASP).

Summary
Anti-Pancreatic islet cell antibodies in type I dia-
betes mellitus and in latent autoimmune diabetes
in adults (LADA)
Islet autoimmunity is made evident by the appearance
of islet cell antibodies directed against insulin (IAA),
glutamic acid decarboxylase (GADA), protein tyrosine
phosphatase IA-2 (IA-2A) and other autoantigens. Islet
autoantibodies are not pathogenic, but they are useful
markers of  the ongoing autoimmune process. IAA and
IA-2A are predominantly detected in childhood type 1
diabetes mellitus (T1DM), while frequency of  GADA
is not affected by age at disease onset. In adult-onset
T1DM patients, GADA is the immune marker at hi-
gher diagnostic sensitivity. In adult diabetic patients who
do not require insulin treatment for at least 6 months
after diagnosis, GADA identify the so-called latent au-
toimmune diabetes in adults (LADA). In over 80% of
cases, LADA patients develop insulin dependency within
a few years after the diagnosis and have an increased
risk for development of other organ-specific autoim-
mune diseases. High GADA titres identify a subgroup
of  LADA patients with low body mass index (BMI),
low C-peptide levels and increased frequency of
T1DM-related HLA class II haplotypes. Therefore,
GADA assay should be offered to adult diabetic pa-
tients to identify cases with latent autoimmunity, and in
case of  positivity, screening for other autoimmune di-
seases should be carried out. Commercial kits for
GADA and IA-2A are currently available. The choice
of the specific assay should take into consideration the
proficiency in international workshops of standardiza-
tion, such as the Diabetes Antibody Standardization
Program (DASP).
Key-words: Autoimmunity, ELISA, Glutamic Acid De-
carboxylase, Insulin, Islet-cell antibodies, RIA.
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Introduzione
Il diabete mellito di tipo 1 (DMT1) è la conseguenza

della distruzione autoimmune delle cellule beta pan-
creatiche. Numerose evidenze sperimentali e cliniche
confermano l’ipotesi che la eliminazione selettiva delle
cellule beta pancreatiche sia un processo immuno-me-
diato. Un processo infiammatorio infiltrativo, noto
come insulite, è stato documentato in molti (anche se
non in tutti) gli organi di pazienti diabetici deceduti in
coincidenza con l’esordio clinico della malattia1. Il ri-
schio di sviluppare la malattia è significativamente au-
mentato in presenza di specifici aplotipi HLA (Human
Leukocyte Antigen), quali –DRB1*03-DQA1*0501-
DQB1*0201 (DR3-DQ2) e DRB1*04-DQA1*0301-
DQB1*0302 (DR4-DQ8)2,3, e in presenza di specifi-
che varianti alleliche o aplotipiche di altri geni che mo-
dulano la funzione del sistema immunitario4,5. La ma-
lattia può essere trasferita da individui affetti a soggetti
non affetti in conseguenza di un trapianto di midollo
osseo6,7. Il DMT1 è più frequente in soggetti affetti da
altre malattie autoimmuni, quali tiroidite di Hashimo-
to, morbo di Graves-Basedow, gastrite atrofica o
morbo di Addison, rispetto alla popolazione generale.
Modelli sperimentali animali sviluppano una forma di
malattia diabetica spontanea a patogenesi autoimmu-
nitaria. Tuttavia, la prova definitiva della natura autoim-
mune del DMT1 è stata fornita dalla dimostrazione
dell’esistenza, nel siero di pazienti affetti, di autoanti-
corpi anti-insula pancreatica (islet cell antibodies, ICA),
determinati tramite immunofluorescenza indiretta su
sezioni criostatiche di pancreas umano8,9.

L’identificazione degli ICA sollevò nuovi quesiti, so-
prattutto legati al ruolo patogenetico degli autoanti-
corpi nello sviluppo di DMT1. Infatti, gli ICA sono
diretti contro antigeni intracellulari (citoplasmatici) e
questo è apparentemente in contrapposizione con un
loro possibile ruolo patogenetico, poiché si ritiene che
gli anticorpi non possano attraversare la barriera posta
dalla membrana cellulare. Una considerevole serie di
evidenze sperimentali sembra supportare l’ipotesi che
gli autoanticorpi presenti in pazienti con DMT1 non
abbiano un ruolo patogenetico (Tab. I). La loro pro-
duzione potrebbe essere la conseguenza della distru-
zione cellulo-mediata delle cellule beta e successiva pro-
cessazione di numerosi autoantigeni con autoreattività
T-cellulare, attivazione di linfociti B e conseguente pro-
duzione di autoanticorpi. Secondo questa ipotesi, oggi

largamente accettata, lo sviluppo di autoanticorpi sem-
brerebbe essere un fenomeno che accompagna il pro-
cesso autoimmunitario, ma con limitata importanza pa-
togenetica. Tuttavia, la dimostrazione della presenza di
autoanticorpi circolanti riveste un importante ruolo cli-
nico e diagnostico, come marcatore del processo au-
toimmunitario anti-insulare.

ICA
Gli ICA, descritti per la prima volta nel 1974, trami-

te immunofluorescenza indiretta8,9, hanno rappresen-
tato il gold standard per la determinazione di anticorpi
anti-insula per oltre 15 anni, fino all’inizio degli anni
’90. Ciononostante, durante i primi 10 anni dalla sco-
perta degli ICA, numerosi studi hanno utilizzato me-
todiche non standardizzate, generando dati spesso con-
tradditori. Il Primo Immunology of  Diabetes Serum Exchange
Workshop è stato condotto nel 198510 ed, in grazie a
successivi workshop internazionali, è stato identificato
uno standard internazionale (denominato Juvenile Dia-
betes Foundation, JDF, ICA), che ha permesso l’espres-
sione degli ICA in unità comuni a tutti i laboratori.
Questo ha determinato una marcata riduzione della
variabilità inter-laboratorio, malgrado la persistenza di
numerosi fattori che possono influenzare il risultato fi-
nale, quali la soggettività dell’interpretazione della reat-
tività ICA all’immunofluorescenza e la variabilità della
reazione ICA in relazione alla qualità del pancreas uti-
lizzato quale substrato11.

In bambini ed adolescenti con DMT1, la sensibilità
diagnostica degli ICA al momento dell’esordio clinico
della malattia è pari a 70-90%12-15 (Tab. II). Nel DMT1
ad esordio in età adulta, gli ICA hanno invece una sen-
sibilità diagnostica inferiore12. La specificità diagnosti-
ca degli ICA per DMT1 è approssimativamente pari a
97-98%, dal momento che questi autoanticorpi pos-
sono essere presenti nel 2-3% della popolazione
sana14,15. A causa della bassa prevalenza della malattia
nella popolazione generale (0.15-0.30%), il valore pre-
dittivo degli ICA per lo sviluppo futuro di DMT1 è
relativamente basso (<10%). Anche in familiari di pri-
mo grado di pazienti diabetici, che condividono parte
del background genetico predisponente lo sviluppo
della malattia, il valore predittivo degli ICA non supe-
ra il 20-30%. Inoltre, tale valore è fortemente influen-
zato da numerose variabili, in quanto è maggiore in
presenza di alti titoli anticorpali ed in soggetti positivi

Tabella I. Prove a sostegno dell’assenza di ruolo patogenetico per gli autoanticorpi anti-insula.
• Circa l’1% della popolazione generale non diabetica è positiva per autoanticorpi anti-insula pancreatica
• Il passaggio transplacentare di autoanticorpi anti-insula non determina la malattia nel neonato
• Esperimenti di plasmaferesi in pazienti diabetici non hanno modificato sostanzialmente il quadro clinico o la storia naturale

 della malattia
• Il diabete di tipo 1 si può manifestare anche in soggetti con agammaglobulinemia congenita
• Il trattamento di topi Non-Obesi-Diabetici (NOD) con anticorpi anti-µ per sopprimere la funzione dei linfociti B ha dimostrato

 che l’attivazione di cloni autoreattivi B è una risposta secondaria e non direttamente responsabile della distruzione β-cellulare
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per altri autoanticorpi anti-insulari, e drammaticamen-
te basso in soggetti positivi solo per ICA a basso tito-
lo16-18.

E’ noto che il DMT1 si può manifestare in associa-
zione con altre malattie autoimmuni. La frequenza de-
gli ICA è aumentata in pazienti con patologie autoim-
muni tiroidee o con sindromi poliendocrine autoim-
muni8,19, ma la progressione verso il DMT1 clinico è
estremamente lenta in soggetti adulti positivi per ICA20.

Dopo l’esordio clinico del DMT1, gli ICA sono tran-
sitori e scompaiono entro pochi anni, come dimostra-
to da numerosi studi prospettici21. La scomparsa degli
ICA potrebbe essere legata alla scomparsa di uno o
più autoantigeni, in conseguenza della distruzione delle
cellule beta. Tuttavia, la persistenza degli ICA sembra
predire un aumentato tasso di perdita della produzio-
ne endogena di insulina. Elevati titoli ICA sembrano
predire una più rapida perdita della secrezione di C-
peptide in pazienti diabetici, mentre non sembrano es-
sere necessariamente associati ad una ridotta funzione
beta-cellulare nei soggetti sani22,23. Tuttavia, concentra-
zioni sieriche aumentate di proinsulina sono state do-
cumentate in familiari di primo grado di pazienti
DMT1, positivi per ICA, a supporto dell’ipotesi di una
disfunzione beta cellulare nelle fasi iniziali del processo
autoimmune24. A causa della complessità dell’analisi al-
l’immunofluorescenza e dell’influenza di molteplici fat-
tori quali soggettività dell’interpretazione del risultato e
qualità del substrato pancreatico, gli ICA non rappre-
sentano più da svariati anni il test di riferimento per la
determinazione di autoanticorpi nella malattia diabeti-
ca. Inoltre, il tipo di metodica non rende possibile l’au-
tomazione della procedura e quindi l’analisi di un gran-
de numero di campioni in un limitato periodo di tem-
po, per cui gli ICA trovano oggi spazio limitato nella
routine clinica. L’identificazione di numerosi autoanti-
geni, bersaglio degli ICA, ha permesso di sviluppare
metodiche antigene-specifiche, che trovano oggi ap-
plicazione nella routine clinica, nonché in progetti di
screening di popolazione allo scopo di identificare sog-
getti ad alto rischio per lo sviluppo della malattia dia-
betica. Questi autoanticorpi rappresentano oggi i test
di riferimento nella pratica clinica e saranno quindi di-
scussi più in dettaglio.

Anticorpi anti-decarbossilasi dell’acido
glutammico (GADA)

Il primo autoantigene descritto è stata la proteina
64K, rilevata tramite immunoprecipitazione di protei-

ne insulari umane marcate con 35S-metionina con sie-
ro umano25.

L’autoantigene 64K è stato identificato come l’enzi-
ma decarbossilasi dell’acido glutammico (glutamic acid
decarboxylase, GAD) che catalizza la sintesi di acido gam-
ma-aminobutirrico (GABA), il principale neurotrasmet-
titore a funzione inibitoria26. Sono stati identificati due
diversi isoenzimi della GAD: GAD65 e GAD67, ri-
spettivamente di 6527 e 67 kDa28,29. GAD65 e GAD67
sono codificati da due diversi geni localizzati, rispetti-
vamente, sul cromosoma 1027,29 e sul cromosoma 228,29.

Entrambi gli isoenzimi sono espressi nel sistema ner-
voso centrale nell’uomo ed in altri animali30. Tuttavia,
nelle insule umane, solo la GAD65 è espressa ad alti
livelli30. Anche la localizzazione subcellulare differisce
tra GAD65 e GAD67, in quanto la prima è predomi-
nantemente idrofobica ed ancorata a vescicole sinap-
to-simili, mentre la seconda è citoplasmatica e prefe-
renzialmente accumulata in sede perinucleare31. La dif-
ferente localizzazione subcellulare dipende da sequen-
ze segnale localizzate all’estremità NH2-terminale dei
due isoenzimi32.

La clonazione della GAD65 umana27 ha permesso
lo sviluppo di numerosi dosaggi per la determinazio-
ne degli anticorpi anti-GAD65 (GADA) nel siero uma-
no33-42. GADA sono dimostrabili nel 70-75% dei pa-
zienti con DMT1 di recente insorgenza e nell’1-2% di
soggetti sani di controllo35-42(Tab. II). Anticorpi anti-
GAD67 sono presenti in circa il 15-20% dei pazienti
con DMT112,35-37,41,42, ma rappresentano un sottogrup-
po di anticorpi anti-GAD65 che cross-reagiscono con
ambedue gli isoenzimi41. A differenza di altri autoanti-
corpi anti-insulari, la frequenza dei GADA in pazienti
con DMT1 di recente diagnosi non è influenzata dal-
l’età e i GADA rappresentano il marker immunologi-
co a più alta sensibilità diagnostica in pazienti con esor-
dio clinico della malattia diabetica in età adulta12.

Malgrado l’alta specificità diagnostica (99%), la fre-
quenza di soggetti GADA-positivi nella popolazione
generale è 10 volte superiore alla prevalenza della ma-
lattia. Ne consegue che il valore predittivo dei GADA
per lo sviluppo futuro di DMT1 (7-8%) non è miglio-
re di quello degli ICA o di altri autoanticorpi43. Tutta-
via, la simultanea presenza di GADA e di altri autoan-
ticorpi anti-insulari si associa ad un alto rischio per
DMT143-46.

Anticorpi monoclonali umani anti-GAD6547,48 sono
stati utilizzati per localizzare gli epitopi riconosciuti da-
gli autoanticorpi nella regione centrale e COOH-ter-

Tabella II. Frequenza di autoanticorpi anti-insula pancreatica in soggetti con DMT1 di recente insorgenza, in relazione all’età di
esordio clinico della malattia.

0-9 anni 10-19 anni 20-39 anni
IAA 70-80% 30-50% 20-30%
ICA 85-90% 80-85% 55-65%
GADA 65-70% 75-80% 75-80%
IA-2A 70-80% 60-70% 35-45%
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minale dell’autoantigene. L’uso di molecole chimeri-
che GAD65/GAD67, costruite per preservare la con-
formazione tridimensionale dell’autoantigene, ha con-
fermato questa specifica localizzazione degli epitopi
associati allo sviluppo di DMT149-52. Più precisamente,
un epitopo conformazionale è localizzato nella parte
centrale e due epitopi sono localizzati nella parte
COOH-terminale dell’enzima, mentre un epitopo li-
neare minore (meno frequentemente riconosciuto da
GADA umani) è localizzato nella regione NH2-termi-
nale. Sebbene l’analisi della sequenza aminoacidica ab-
bia evidenziato un’alta omologia tra un frammento della
parte centrale della GAD65 ed un antigene virale (Co-
xsackie B5)51, i GADA umani non sembrano reagire
con lo stesso frammento che presenta tale potenziale
cross-reattività53. Inoltre, mutazioni del sito attivo della
GAD65 umana non modificano l’immunoreattività
dell’enzima con il siero umano di pazienti diabetici54.

GADA possono essere frequentemente identificati
in pazienti con altre malattie autoimmuni, quali la sin-
drome della persona rigida (stiff-person syndrome)55, la sin-
drome poliendocrina autoimmune di tipo 156,57 o il
morbo di Graves-Basedow58. Tuttavia, i GADA pre-
senti in pazienti con sindrome della persona rigida o
con sindrome poliendocrina autoimmune di tipo I dif-
feriscono da quelli presenti in pazienti diabetici, sia per
la specificità epitopica, sia per il titolo anticorpale55,56.

Il profilo isotipico degli autoanticorpi umani può
fornire informazioni sull’equilibrio T-helper 1 (Th1)/
T-helper 2 (Th2) delle risposte immunitarie59. Si ritiene
che lo sviluppo di DMT1 in persone geneticamente
predisposte sia il risultato di uno sbilanciamento del
rapporto Th1/Th2, con predominanza dell’immuntà
di tipo Th1. I GADA sono prevalentemente delle IgG1
(ed in misura minore IgG2 ed IgG4) sia in pazienti
con DMT1 di recente insorgenza, sia in soggetti pre-
diabetici60,61. Sulla base dei sottotipi IgG degli autoan-
ticorpi anti-insulari osservati durante la storia naturale
della malattia, è stato ipotizzato che un’iniziale risposta
immunitaria di tipo Th2 lasci il posto ad un processo
distruttivo di tipo Th1 in soggetti che progrediscono
verso la malattia diabetica clinicamente manifesta60. In
alternativa, si può ipotizzare che il processo autoim-
mune sia di tipo Th1 fin dall’inizio e che il viraggio
verso una risposta di tipo Th2 si verifichi nei soggetti
che non progrediscono verso la malattia conclamata62.

Autoanticorpi anti-insulina (IAA)
L’insulina è stato il primo autoantigene insulare ca-

ratterizzato a livello molecolare, tramite immunopre-
cipitazione di insulina radiomarcata con siero di pa-
zienti DMT1 di recente insorgenza, prelevato prima
dell’inizio della terapia insulinica63.

Autoanticorpi anti-insulina (IAA) possono essere di-
mostrati nel siero del 50-70% di bambini con
DMT112,14. Essi devono essere distinti dagli anticorpi
anti-insulina (IA) che compaiono a seguito dell’inizio
della terapia insulinica. Pertanto gli IAA possono esse-

re determinati solo in sieri prelevati entro 10-15 giorni
dall’inizio della terapia sostitutiva. La frequenza degli
IAA in pazienti diabetici è influenzata dall’età all’esor-
dio clinico della malattia, essendo alta in bambini e molto
bassa in pazienti adulti12 (Tab. II). I motivi per cui gli
IAA siano frequenti in età infanto-giovanile e più rari
in pazienti adulti non sono stati ancora completamente
delucidati. E’ possibile che gli IAA siano un marcatore
di rapida distruzione beta cellulare e quindi più fre-
quentemente presenti in pazienti che presentano una
rapida progressione dell’insulite distruttiva. A suppor-
to di questa ipotesi vi è l’evidenza sperimentale che gli
IAA correlano con il tasso di perdita della funzione
beta cellulare64. Inoltre, la presenza degli IAA si associa
alla presenza dell’allele HLA-DR465, probabilmente per
un linkage disequilibrium di quest’ultimo con -DQ866. E’
stato ipotizzato che la velocità di distruzione beta cel-
lulare sia aumentata in pazienti DQ8-positivi, con con-
seguente preferenziale formazione di IAA.

Durante la storia naturale della malattia, gli IAA sono
il marcatore che più spesso compare come primo
marker del processo autoimmune anti-insulare67. Gli
epitopi riconosciuti dagli IAA sono localizzati nelle re-
gioni aminoacidiche B1-B3 e A8-A13 dell’insulina
umana68, e sono altamente conservati tra i pazienti con
DMT1. La specificità diagnostica degli IAA per DMT1
è pari a circa 99%69 ed il valore predittivo per DMT1
(<10%) non è significativamente diverso da quello di
altri autoanticorpi anti-insulari. Questo valore aumenta
solo in presenza di altri autoanticorpi anti-insulari.

Autoanticorpi anti-IA-2 (IA-2A)
Studi di digestione proteolitica degli immunopreci-

pitati dell’autoantigene 64K portarono alla dimostra-
zione dell’esistenza di tre distinti frammenti, tra cui il
frammento a Mr 50.000 che si dimostrò essere deriva-
to dalla GAD65. D’altra parte, una distinta classe di
autoanticorpi risultò essere responsabile della immu-
noprecipitazione dei frammenti Mr 37.000 e Mr 40.000,
derivati da proteine di membrana distinte dalla
GAD6570. Nello stesso periodo, screening di librerie
cDNA insulari con siero di pazienti diabetici portaro-
no all’identificazione di un nuovo autoantigene, deno-
minato islet cell antigen 512 (ICA512)71. Alcune delle pro-
prietà dell’ICA512 risultarono molto simili a quelle degli
antigeni 37/40K, specialmente l’esistenza di sequenze
compatibili con dominii transmembrana e siti di N-
glicosilazione, potenzialmente compatibili con la natu-
ra idrofobica del precursore dei frammenti proteoliti-
ci 37/40K. Successivamente, fu isolato un clone di
maggiore lunghezza, denominato IA-272. La sequenza
nucleotidica di questo clone dimostrò che ICA512 rap-
presenta una sequenza parziale di tale antigene, di peso
molecolare complessivo pari a 105 KDa72. Studi di
competizione con IA-2 ed estratti di cellule di insulino-
ma di ratto dimostrarono inequivocabilmente che IA-
2 è il precursore del frammento 40K73-75. Nel tentativo
di dimostrare che anche il frammento 37K risulta cor-
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relato all’IA-2, una nuova proteina ad alto grado di
omologia con IA-2 è stata identificata e denominata
IA-2β76 o phogrin77. IA-2β è espressa soprattutto in li-
nee b-cellulari.

Le sequenze aminoacidiche di IA-2 e IA-2β sono
identiche per oltre l’80% a livello delle regioni di tipo
proteina-tirosina fosfatasi (PTP), che contengono gli
epitopi degli autoanticorpi76,78. Altri epitopi autoanti-
corpali sono localizzati nella regione juxtamembrana,
che mostra un minor grado di identità di sequenza tra
IA-2 e IA-2β. Gli autoanticorpi associati allo sviluppo
di DMT1 sono prevalentemente diretti contro IA-2, e
la costruzione di molecole chimeriche tra IA-2 and IA-
2β ha permesso di identificare due principali regioni
epitopiche specifiche dell’IA-2 nelle regioni aminoaci-
diche 611-620 (epitope JM1) e 621-630 (JM2)79.

E’ interessante notare che sia IA-2 che IA-2β presen-
tano due modificazioni aminoacidiche nella sequenza
del dominio PTP, che annullano l’attività enzimatica di
tipo fosfatasico80. In effetti, IA-2 e IA-2β non sembra-
no essere enzimaticamente attive72,81, ed il loro ruolo
nelle cellule b non è ancora stato completamente delu-
cidato. La localizzazione intracellulare nei granuli secre-
tori porta ad ipotizzare che IA-2 e IA-2β siano coin-
volte nel processo di esocitosi, piuttosto che agire come
recettori di superficie e modulatori della crescita cellu-
lare, funzioni tipiche delle proteina-tirosina fosfatasi
transmembrana.

Dosaggi radioimmunologici hanno dimostrato che
autoanticorpi anti-IA-2 (IA-2A) sono presenti nel sie-
ro del 70-80% dei bambini con DMT1 di recente in-
sorgenza. Analogamente agli IAA, anche IA-2A sono
meno frequenti in pazienti con esordio di DMT1 in
età adulta che in età infantile (Tab. II)82, e si associano
alla presenza dell’allele HLA-DRB1*0483.

Analogamente a quanto osservato per i GADA, an-
che gli IA-2A associati allo sviluppo di DMT1 sono
prevalentemente IgG1, e meno frequentemente IgG2
ed IgG4.

Altri autoanticorpi
L’autoantigene p69 (ICA69) fu isolato mediante scre-

ening di una libreria cDNA di insule di ratto con il
siero di soggetti positivi per ICA84. ICA69 ha un peso
molecolare di 54.600, ma migra a Mr 69.000 su gel di
SDS-poliacrilamide, a causa di modificazioni post-tra-
duzionali. Sebbene sia stato inizialmente riportato che
l’80% dei pazienti con DMT1 e il 50% di individui
pre-diabetici fosse positivo per anticorpi anti-ICA6984,
l’interesse per questo marcatore è successivamente sfu-
mato a causa della non riproducibilità di questi risultati
in studi successivi85 e non esiste al momento alcuna
applicazione pratica per gli anti-ICA69.

Più recentemente, un altro autoantigene pancreatico
beta cellulare è stato clonato e denominato ICA1286.
Analogamente ad altri autoantigeni finora identificati,
la localizzazione di ICA12 è intracellulare. Oltre alle
insule pancreatiche, ICA12, come ICA69, è espresso

anche nel tessuto esocrino. ICA12 è codificato dal gene
SOX1386. Studi sulla frequenza degli anticorpi anti-
ICA12 indicano che approssimativamente il 10-20%
di soggetti con DMT1 di recente insorgenza è positi-
vo per questo marcatore86-88. Oltre ad una bassa sensi-
bilità diagnostica, gli anti-ICA12 presentano anche una
bassa specificità, in quanto sono presenti in circa il 5%
della popolazione generale ed in pazienti con altre
malattie autoimmuni. Di conseguenza, questo marca-
tore non ha applicazione pratica nella diagnosi di DMT1
o nell’identificazione di soggetti a rischio per lo svilup-
po della malattia88.

Autoanticorpi contro CD38 sono dimostrabili in circa
il 4-20% dei pazienti con DMT1 e l’8-19% dei pazienti
con diabete di tipo 2 (DMT2)89-93. CD38 è un recetto-
re espresso sulla superficie cellulare ed è considerato
uno dei mediatori fisiologici della secrezione insulinica.
Gli anti-CD38 mostrano un’attività agonistica che me-
dia il rilascio di Ca++ nelle cellule bersaglio90 e, in vitro,
il rilascio di insulina da insule umane89. La presenza di
anti-CD38 in pazienti con DMT2 è più frequente in
quei soggetti che presentano altri autoanticorpi anti-
insulari, quali soprattutto i GADA91. I pazienti positivi
per anti-CD38 presentano normale funzione beta cel-
lulare in risposta al carico orale di glucosio (OGTT) e
caratteristiche fenotipiche tipiche del DMT291. Il signi-
ficato dell’autoimmunità anti-CD38 resta da chiarire.

Il più recente autoantigene insulare identificato è il
trasportatore dello zinco ZnT8 (Slc30A8)93. Anticorpi
anti-ZnT8 (ZnTA) sono stati rilevati nel 60-80% di
pazienti DMT1 di recente insorgenza, ed in meno del
2% di soggetti sani di controllo93. Più precisamente,
ZnTA sono stati identificati nel 26% di soggetti diabe-
tici classificati come negativi per autoanticorpi anti-in-
sulari93. Studi su ampie casistiche di soggetti diabetici e
soggetti sani di controllo sono attualmente in corso
per determinare con accuratezza la sensibilità e speci-
ficità diagnostica di questo marcatore e la sua poten-
ziale applicabilità alla routine clinica.

Diabete autoimmune latente dell’adulto
(LADA)

Oltre 30 anni or sono, Irvine e colleghi riportarono
per la prima volta la presenza di ICA in una frazione di
pazienti diabetici diagnosticati come di tipo 294. In quello
studio, la presenza degli ICA si associava ad un au-
mentato rischio di sviluppare fallimento secondario alle
sulfoniluree e ad un’aumentata frequenza di altri auto-
anticorpi organo-specifici, quali anticorpi anti-tiroide.
Questa osservazione fu successivamente confermata
in studi successivi, condotti in pazienti con diagnosi cli-
nica di DMT295,96. Il diabete autoimmune non sembra
quindi essere necessariamente associato in tutti i pa-
zienti ad insulino-dipendenza al momento della dia-
gnosi clinica. Più recentemente, varie denominazioni
sono state utilizzate per definire questo sottotipo di
diabete mellito caratterizzato da non-insulino-dipen-
denza al momento della diagnosi clinica e dalla presen-
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za di autoanticorpi, fra cui latent autoimmune diabetes in
the adult (LADA), diabete tipo 2 con autoanticorpi anti-
insula, diabete tipo 1 lentamente progressivo, non-insu-
lin-requiring autoimmune diabetes (NIRAD) o diabete tipo
1.5. Ci riferiremo a questa particolare forma di diabe-
te utilizzando l’acronimo LADA, in quanto questa de-
nominazione è quella che trova maggiore consenso nella
letteratura scientifica.

LADA è definito come una forma di diabete melli-
to che non richiede terapia insulinica per mantenere un
adeguato controllo glico-metabolico per almeno 6 mesi
dalla diagnosi clinica, in presenza di autoanticorpi anti-
insulari, e più specificamente di GADA97.

Nel corso degli ultimi 15 anni, numerosi studi hanno
testato la frequenza di GADA in pazienti con una dia-
gnosi clinica di DMT2, al fine di stimare la frequenza e
le caratteristiche cliniche del LADA. Nella maggior
parte degli studi, GADA sono stati rinvenuti nel 9-12%
di pazienti diabetici inizialmente diagnosticati come di
tipo 298-107. Tuttavia, la frequenza del LADA nei diversi
studi varia da un minimo di 2-5%108-111 ad un massimo
di 20% in diabetici tipo 2112.

L’eterogeneità etnica delle popolazioni studiate e la
diversa numerosità dei pazienti analizzati nei diversi studi
possono in parte spiegare le discrepanze sulla frequen-
za osservate per i LADA. Tuttavia, la principale varia-
bile è il tipo di popolazione presa in considerazione.
La maggior parte degli studi è stata effettuata con sog-
getti con diagnosi nota di DMT2, in studi condotti su
pazienti seguiti da centri diabetologici specializzati.
Questi studi, che hanno fornito stime di frequenza del
LADA pari a 9-12% dei soggetti con DMT2, tendo-
no inevitabilmente a sovrastimare l’attuale frequenza
del fenomeno data la maggiore concentrazione di casi
clinicamente più complessi e la minore rappresentanza
di pazienti con forme lievi di DMT2 spesso seguiti
soltanto dal medico di medicina generale. I risultati di
studi di popolazione108-110, che includono anche forme
lievi di DMT2 e casi non precedentemente noti di
malattia, riportano una prevalenza di LADA non su-
periore al 3-5% nei pazienti diabetici clinicamente clas-
sificati come di tipo 2. Tuttavia, la prevalenza stimata
del LADA nella popolazione generale è pari approssi-
mativamente a 0.15-0.25%, frequenza non dissimile a
quella del tipico DMT1. Ne consegue che la reale fre-
quenza del diabete mellito autoimmune è verosimil-
mente almeno doppia di quella stimata del classico
DMT1.

Nello studio UKPDS 25101, oltre il 50% dei pazienti
con DMT2 risultati positivi per GADA sono stati con-
vertiti alla terapia insulinica entro 6 anni dalla diagnosi,
contro solo il 10% dei pazienti negativi per autoanti-
corpi anti-insulari. Più specificamente, tra i pazienti con
diagnosi di diabete mellito entro i 45 anni di età, oltre il
70% dei soggetti GADA-positivi ha iniziato la terapia
insulinica entro 6 anni dalla diagnosi. Nello stesso stu-
dio101, il valore predittivo dei GADA per futura insuli-
no-dipendenza entro 6 anni di follow-up è variato tra

il 34% in pazienti di età superiore a 55 anni e l’84% in
pazienti di età inferiore a 34 anni. La presenza simulta-
nea dei GADA e degli ICA si è associata ad un più alto
valore predittivo, soprattutto in soggetti di età supe-
riore a 45 anni.

Nello studio UKPDS 25101, la presenza di autoanti-
corpi anti-insula pancreatica identificava una popola-
zione di pazienti con indice di massa corporea (BMI)
significativamente minore di quello di soggetti anticor-
po-negativi di simile età, specialmente nella classe di
età 25-34 anni.

Nel Botnia Study102, pazienti LADA finlandesi (rap-
presentanti circa il 9% della popolazione di pazienti
con diagnosi di DMT2) risultarono avere caratteristi-
che fenotipiche leggermente diverse da quelli del clas-
sico DMT1 rispetto ai pazienti dell’UKPDS 25. I pa-
zienti finlandesi positivi per GADA avevano un BMI
medio di 26, in confronto ad un BMI medio di 27.6
dei pazienti negativi per autoanticorpi, e le concentra-
zioni basali di C peptide risultarono di 0.46 nmol/l tra
i pazienti GADA-positivi e di 0.62 nmol/l tra i pazien-
ti GADA-negativi. D’altra parte, la presenza di GADA
identificò una sottopopolazione di pazienti diabetici con
valori pressori sistolici e diastolici, rapporto fianchi-
vita e trigliceridemia significativamente inferiori rispet-
to ai pazienti negativi per autoanticorpi102.

Numerosi altri studi hanno confermato l’associazio-
ne tra presenza di GADA ed aumentato rischio di svi-
luppare insulino-dipendenza entro pochi anni, in pa-
zienti con una diagnosi clinica di DMT2. Una caratteri-
stica comune a tutti questi studi è l’eterogeneità di que-
sta forma di diabete. Sebbene la maggior parte dei
pazienti LADA progredisca verso l’insulino-dipendenza,
circa il 10-30% dei casi non richiede terapia insulinica
per numerosi anni, e presenta caratteristiche cliniche
molto simili a quelle del DMT2.

Nel LADA Perugia Study, GADA sono stati rinve-
nuti nel 10.5% dei pazienti (n=811) con diagnosi di
DMT2. Solo l’1.4% dei soggetti studiati è risultato
positivo per IA-2A, una frequenza non significativa-
mente superiore a quella osservata nei soggetti sani di
controllo (e quindi nella popolazione generale) (1-
1.5%)106,107. Più specificamente, solo lo 0.2% dei pa-
zienti DMT2 è risultato positivo per IA-2A, in assenza
di GADA. La sensibilità diagnostica degli IA-2A per
LADA è quindi estremamente bassa, e questi autoanti-
corpi non possono essere proposti nello screening ini-
ziale di pazienti con diagnosi di DMT2. Tuttavia, in un
recente studio condotto nell’ambito del progetto mul-
ticentrico italiano NIRAD (Non-Insulin Requiring Autoim-
mune Diabetes), l’uso di un frammento dell’IA-2 (ami-
noacidi 256-760) ha permesso di identificare un mag-
gior numero di soggetti LADA positivi per autoanti-
corpi, fino al 40.5% dei soggetti GADA-positivi ed al
3.4% dei soggetti diabetici di tipo 2 negativi per
GADA113. Studi futuri permetteranno di chiarire con
certezza se questo frammento potrà sostituire la mole-
cola di IA-2 nella determinazione di autoanticorpi nel-
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la routine clinica.
Lo studio NIRAD111 ha dimostrato che, oltre ad un

BMI significativamente più basso, a livelli di C peptide
significativamente ridotti ed un aumentato tasso di pro-
gressione verso l’insulino-dipendenza, la presenza di
GADA si associa ad una circonferenza vita minore, a
livelli di trigliceridemia, colesterolemia ed uricemia mi-
nori, e ad una ridotta frequenza di casi con sindrome
metabolica (Tab. III).

E’ interessante notare che sia il LADA Perugia Stu-
dy106, il Botnia Study102 e lo studio NIRAD111, hanno
tutti rilevato una correlazione tra il titolo anticorpale
GADA ed il rischio di sviluppare insulino-dipendenza.
Nel Botnia Study102, i soggetti con titolo GADA su-
periore al terzile maggiore avevano un C peptide ba-
sale medio inferiore a 0.3 nmol/l, un BMI alla diagno-
si inferiore a 25 ed un’alta frequenza dei genotipi HLA-
DQB1*0201/*0302 e DQB1*0302/X. I soggetti con
livelli medio-bassi di GADA avevano BMI e concen-
trazioni di C peptide non statisticamente diversi da quelli
dei pazienti DMT2 anticorpo-negativi102. Analogamen-
te, nello studio NIRAD111, la presenza di alti titoli GADA
si associava a BMI inferiore, circonferenza vita mino-
re, emoglobina glicosilata (HbA1c) più alta ed urice-
mia minore rispetto ai pazienti con titolo medio-basso
di autoanticorpi. Inoltre, la frequenza di altri autoanti-
corpi organo-specifici è significativamente aumentata
in pazienti con LADA107, a conferma della natura au-
toimmune della malattia.

L’uso di molecole chimeriche ottenute per sostitu-
zione di regioni della GAD65 umana con omologhe
regioni della GAD67, ha permesso, nel LADA Peru-
gia Study, di dimostrare che le regioni epitopiche dei
GADA osservate nei pazienti LADA sono simili a quel-
le riconosciute nei campioni di bambini con DMT1106.
Sulla base della specificità epitopica i pazienti LADA
furono suddivisi in due sottogruppi: soggetti positivi
per anticorpi contro la regione COOH-terminale
(GAD65-CAb) (82% dei pazienti LADA) e soggetti
negativi per GAD65-CAb (e positivi esclusivamente
per anticorpi contro la regione centrale - GAD65-MAb)
(18% dei pazienti LADA). Solo i pazienti positivi per
GAD65-CAb risultarono significativamente diversi dai
pazienti GADA-negativi, per quanto riguarda BMI,

percentuale di pazienti in terapia insulinica e concentra-
zioni basali di C peptide106. Inoltre, i pazienti positivi
per GAD65-CAb avevano titoli GADA significativa-
mente maggiori rispetto ai soggetti positivi solo per
GAD65-MAb106.

Al momento, i GADA rappresentano il miglior mar-
catore per lo screening di pazienti con DMT2 per iden-
tificare soggetti con LADA. Il titolo anticorpale, la spe-
cificità epitopica e la simultanea presenza di altri auto-
anticorpi (quali ICA o IA-2A) permette la classifica-
zione dei soggetti LADA in due sottogruppi con di-
verse caratteristiche cliniche e diverso rischio di pro-
gressione verso l’insulino-dipendenza. Probabilmente,
i soggetti con bassi titoli GADA, non associati alla pre-
senza di altri autoanticorpi, comprendono anche “falsi
positivi”, peraltro riscontrabili anche nella popolazio-
ne generale, e pertanto con tipico DMT2. Viceversa,
alti titoli GADA e/o la concomitante presenza di altri
autoanticorpi indicano un attivo processo autoimmu-
ne che progredisce verso l’insulino-dipendenza entro
mesi o pochi anni.

Considerazioni generali sull’uso della
determinazione di autoanticorpi anti-insula
nella pratica clinica

Malgrado gli autoanticorpi anti-insulari siano più fre-
quentemente presenti in bambini ed adolescenti con
classico DMT1, non vi è una precisa indicazione al-
l‘analisi di routine del siero di bambini diabetici per la
determinazione di autoanticorpi. Infatti, malgrado ol-
tre il 95-96% dei bambini con DMT1 sia positivo per
uno o più marcatori autoanticorpali, la coesistenza di
iperglicemia, chetoacidosi e segni clinici di insulino-de-
ficienza non pone in genere dubbi sulla diagnosi e sul
tipo di terapia da instaurare. L’eventuale assenza di au-
toanticorpi in un bambino con diagnosi clinica di
DMT1 non modifica la diagnosi e soprattutto non
modifica il tipo di terapia. Diverso è il caso del DMT1
ad esordio in età adulta (Tab. IV). Nell’adulto, il DMT1
si può manifestare in maniera lentamente progressiva
o con quadro clinico non necessariamente conclamato,
e solo la determinazione degli autoanticorpi permette
in molti casi di discriminare un diabete autoimmune
dal DMT2. Pertanto, malgrado l’assenza di autoanti-

Tabella III. Caratteristiche cliniche e fenotipiche di più frequente riscontro tra i pazienti LADA.

• Indice di massa corporea (BMI) non elevato (<27 kg/m2)
• Bassi livelli di C peptide (<0.4 nmol/l)
• Rapida progressione verso chiara insulino-dipendenza (in circa l’80% dei pz <45 anni di età e 50% dei pz. più anziani, entro 5-6
  anni dalla diagnosi)

• Presenza di altri autoanticorpi organo-specifici (anti-tireoperossidasi ed anti-21-idrossilasi)
• Colesterolemia normale/bassa
• Trigliceridemia normale/bassa
• Pressione arteriosa diastolica e sistolica più bassa rispetto ai pazienti con DMT2 GADA-negativi
• Età più giovanile rispetto ai pazienti con DMT2 GADA-negativi
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corpi non possa permettere l’esclusione certa della na-
tura autoimmune della malattia, la loro presenza con-
ferma la diagnosi di DMT1 e permette di avviare le
scelte terapeutiche più idonee. Il caso del diabete au-
toimmune lentamente progressivo noto come LADA
è significativo in tal senso, perché solo la determinazio-
ne anticorpale permette di riconoscerlo e di porre una
diagnosi corretta. La diagnosi differenziale tra LADA
e DMT2 ha importanti ripercussioni terapeutiche e di
gestione clinica, data la necessità di anticipare la terapia
insulinica, la frequente associazione con altre malattie
autoimmuni ed il minor rischio di complicanze ma-
crovascolari osservata nei pazienti con LADA. A pre-
scindere dall’importanza dell’analisi anticorpale per la
corretta diagnosi del diabete autoimmune dell’adulto
(in particolare dei GADA), data la bassa sensibilità dia-
gnostica degli altri marcatori nell’adulto, si pone però il
problema delle dimensioni della popolazione da sot-
toporre ad analisi anticorpale. Per quanto sia scientifi-
camente corretto proporre di effettuare almeno una
volta l’analisi GADA a tutti i pazienti con diabete del-
l’adulto, dato che il LADA si può nascondere anche
fra soggetti con caratteristiche tipiche del DMT2, non
esistono al momento precise linee guida in tal senso. E’
d’altra parte vero che la probabilità di identificare un
paziente LADA si riduce drasticamente in presenza di
soggetti con obesità franca, segni clinici e biochimici di
sindrome metabolica e con forte familiarità per DMT2,
per cui nella pratica clinica è forse raccomandabile ef-
fettuare l’analisi in una sottopopolazione di soggetti con
diagnosi clinica di DMT2. Questa sottopopolazione
comprende senz’altro tutti i soggetti con indice di massa
corporea normale o solo modicamente aumentata (<30
kg/m2), soggetti con altre patologie autoimmuni as-
sociate (esempio tiroidite cronica, vitiligine od altre), e
soggetti senza chiari segni di sindrome metabolica. La
probabilità di identificare LADA è inoltre maggiore
per pazienti di età inferiore a 50 anni; nell’anziano, le
scelte terapeutiche sono poi spesso fortemente influen-

zate da altre patologie concomitanti (soprattutto car-
diache, renali od epatiche) e da considerazioni di co-
sto-beneficio che devono tenere in considerazione an-
che la qualità della vita e l’autosufficienza del soggetto,
che inevitabilmente limitano l’utilità pratica della deter-
minazione anticorpale.

Un’altra importante applicazione pratica dei dosag-
gi anticorpali è rappresentata dal diabete gestazionale
(Tab. IV), nel quale la presenza di autoanticorpi per-
mette di svelare una forma di diabete di tipo 1 latente
che si può manifestare inizialmente solo come malattia
associata alla gravidanza, ma che successivamente può
sfociare in forma conclamata. La presenza di autoanti-
corpi anti-insula pancreatica identifica in questa pato-
logia donne ad altissimo rischio di presentare un DMT1
in futuro, o un grave scompenso del controllo glico-
metabolico in occasione di successive gravidanze. E’
da ricordare che l’analisi anticorpale in donne in gravi-
danza non ha lo scopo di stimare il rischio di sviluppo
di diabete nel nascituro, in quanto è noto che il rischio
per DMT1 è pari a solo a 2-3% nei figli di madre
diabetica ed è significativamente minore di quello os-
servato nei figli di padre diabetico. Inoltre, il passaggio
transplacentare di autoanticorpi anti-insula pancreatica
non determina alcun danno al neonato e solo una suc-
cessiva analisi di autoanticorpi circolanti in età pre-sco-
lare o scolare permetterà di stimare il rischio futuro di
DMT1 in un figlio di madre diabetica.

Non vi è dubbio che l’analisi autoanticorpale riveste
un ruolo centrale, ed al momento irrinunciabile, nel-
l’identificazione di soggetti ad alto rischio per lo svi-
luppo futuro di DMT1 (Tab. IV), per quanto lo scree-
ning di soggetti a rischio per diabete ed eventuali studi
di immunomodulazione restano al momento solo pra-
tiche sperimentali da non utilizzare nella pratica clinica
al di fuori di trial clinici controllati e randomizzati.

La disponibilità di numerosi dosaggi per autoanti-
corpi anti-insulari antigene-specifici ha permesso di
pianificare strategie accurate per la stima del rischio di

Tabella IV. Uso clinico degli autoanticorpi anti-insula pancreatica.

Popolazione Utilità clinica

Soggetti con DMT1 ad esordio in età adulta Conferma della natura autoimmune della malattia e quindi della
diagnosi clinica

Soggetti con diagnosi clinica di DMT2 Identificazione di pazienti LADA

Pazienti con altre malattie autoimmuni organo-specifiche Identificazione di soggetti a rischio per lo sviluppo di DMT1

Donne con diabete gestazionale Identificazione di donne con DMT1 latente e con aumentato
rischio di sviluppare DMT1 conclamato successivamente

Familiari di primo grado di pazienti con DMT1 Identificazione di soggetti a rischio per lo sviluppo di DMT1

Trial clinici di prevenzione primaria o secondaria Monitoraggio della risposta autoimmunitaria anti-insulare
(applicazione solo sperimentale)

Trial clinici di immunomodulazione in pazienti con DMT1 Monitoraggio della risposta autoimmunitaria anti-insulare
di recente insorgenza, finalizzati alla preservazione della residua
massa beta-cellulare (applicazione solo sperimentale)
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sviluppare DMT1, permettendo così l’identificazione
di soggetti da arruolare in studi clinici di prevenzione
secondaria. Studi genetici in neonati e trial clinici pilota
di prevenzione primaria hanno utilizzato (e stanno uti-
lizzando) la comparsa di GADA, IAA e/o IA-2A come
end-points del processo autoimmune insulare. Analoga-
mente, l’analisi delle specificità anticorpali e degli isoti-
pi degli autoanticorpi fa parte integrante delle analisi
immunologiche condotte in corso di terapie di immu-
nomodulazione in soggetti con DMT1 di recente in-
sorgenza finalizzate alla preservazione della residua
massa beta cellulare.

Più specificamente, il numero di differenti autoanti-
corpi antigene-specifici, piuttosto che non il tipo di
autoanticorpo o il suo titolo, correla positivamente con
il rischio di sviluppare DMT1 sia in familiari di primo
grado di pazienti con DMT1 che nella popolazione
generale. Infatti, in familiari di primo grado di pazienti
diabetici, il rischio è pari al 20% entro 5 anni, in presen-
za di uno solo dei tre maggiori marcatori autoanticor-
pali (IAA, GADA o IA-2A), ma sale al 50% e al 90%
in presenza di 2 o di 3 autoanticorpi, rispettivamente46.

Considerazioni tecniche sulla
determinazione degli autoanticorpi anti-
insula pancreatica

La determinazione degli autoanticorpi anti-insula
pancreatica deve tenere in considerazione le caratteri-
stiche specifiche della risposta autoimmune che li ge-
nera onde consentire una corretta analisi, mirata a sco-
pi clinici di diagnosi o predizione (Tab. V). Si deve,
infatti, ricordare che gli autoanticorpi si sviluppano a
seguito di numerosi cicli di riattivazione, con produ-
zione di molecole a sempre maggiore affinità per l’au-
toantigene. In secondo luogo, studi di immunoblotting
hanno chiaramente dimostrato che gli autoanticorpi
associati allo sviluppo di DMT1 sono dipendenti dalla
struttura conformazionale tridimensionale dell’autoan-
tigene e non solo dalla struttura primaria (sequenza
aminoacidica) della molecola target. In ultima analisi, il
titolo degli autoanticorpi anti-insula è in genere basso e
l’isotipo è più spesso IgG1.

Al fine di confrontare l’accuratezza diagnostica delle
diverse metodiche per la determinazione di autoanti-
corpi antigene-specifici (quali GADA, IA-2A ed IAA),
sono stati effettuati numerosi workshop di standardiz-

zazione basati sull’uso di sieri di soggetti DMT1 e sog-
getti sani di controllo scambiati fra diversi laboratori.
Nel Combinatorial Autoantibody Workshop, realizza-
to nel 1996, ed i cui dati sono stati pubblicati nel 1998114,
sono state analizzate le performance di vari laboratori re-
lativamente alle determinazioni GADA, IA-2A ed IAA
con metodiche immunoradiometriche (RIA) o immu-
noenzimatiche (ELISA). Per quanto riguarda le deter-
minazioni GADA ed IA-2A, solo metodiche RIA ba-
sate sulla immunoprecipitazione di autoantigeni pro-
dotti tramite trascrizione e traduzione in vitro della pro-
teina bersaglio si sono dimostrate sufficientemente ac-
curate in termini di sensibilità e specificità diagnostica.
Nello stesso workshop, alcune metodiche ELISA per
GADA ed IA-2A hanno dimostrato sensibilità e spe-
cificità diagnostiche così basse da renderle di fatto inap-
plicabili ed inaffidabili114. Malgrado sia stata osservata
una buona concordanza tra le metodiche RIA per
GADA e IA-2A, si è invece osservata una scarsa con-
frontabilità dei risultati tra le metodiche RIA per gli
IAA. Analoghi risultati sono stati osservati nel Diabe-
tes Autoantibody Standardization Program (DASP) del
2000, i cui dati sono stati pubblicati nel 2003115, in cui si
confermava la superiorità delle metodiche RIA verso
le metodiche ELISA per la determinazione dei GADA
e degli IA-2A, così come una scarsa concordanza dei
risultati delle determinazioni IAA in diversi laboratori.
Importanti sviluppi nelle metodiche per la determina-
zione GADA, ed in misura minore anche IA-2A, si
sono osservati nei successivi workshop DASP del 2002,
2003 e 2005116. Per la prima volta, nel 2002 metodiche
RIA commerciali basate sulla immunoprecipitazione
di GAD65 o IA-2A marcate con 125I si sono dimo-
strate confrontabili con metodiche RIA in-house messe
a punto da laboratori di ricerca e basate sul principio
della trascrizione e traduzione in vitro dell’autoantigene
marcato con 35S, sviluppato alla metà degli anni
’9037,38,42. Nel DASP 2002 tuttavia, le metodiche ELI-
SA che parteciparono al workshop riportarono anco-
ra risultati scadenti, con accuratezza diagnostica signifi-
cativamente minore di quella osservata con metodiche
RIA116. Anche nel DASP 2003 le metodiche ELISA
per IA-2A non dimostrarono un significativo miglio-
ramento della performance116. Nel 2003, per la prima
volta, una metodica ELISA per GADA ottenne risul-
tati di performance non solo paragonabili a quelle delle

Tabella V. Caratteristiche degli autoanticorpi anti-insula associati allo sviluppo di DMT1.

• Sono ad alta affinità
• Sono diretti soprattutto contro epitopi conformazionali
• Sono a titolo non elevato
• Sono preferenzialmente IgG1
• Variano al variare della durata di malattia
• Compaiono prima (anche anni prima) dell’esordio clinico della malattia

      • Sono preferenzialmente diretti contro autoantigeni diversi a seconda dell’età d’esordio clinico della malattia e della rapidità di
distruzione delle cellule beta
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metodiche RIA in-house o commerciali, ma addirittura
superiori nel caso di un laboratorio116. Questi risultati
furono successivamente confermati anche nel DASP
2005, in cui anche alcune metodiche ELISA per IA-
2A dimostrarono performance paragonabili a quelle del-
le metodiche RIA. La concordanza dei dosaggi RIA
per IAA rimane al momento ancora inadeguata, anche
se tentativi di standardizzazione, basati sull’uso di me-
todiche che determinano l’affinità degli IAA, hanno
recentemente prodotto risultati promettenti117. I recenti
risultati del DASP 2003 e DASP 2005, in cui un ELI-
SA commerciale per GADA ed un dosaggio combi-
nato IA-2A/GADA dello stesso produttore hanno
dimostrato alti livelli di sensibilità e specificità diagno-
stiche, aprono la via alla diffusione di metodiche non
radioimmunologiche nella routine clinica. Questo svi-
luppo è di particolare importanza per la sempre più
capillare diffusione di questi dosaggi in diversi labora-
tori e la loro crescente applicazione clinica. Tuttavia, è
importante ricordare che, al momento, le performance
delle metodiche ELISA commerciali sono molto va-
riabili ed, in alcuni casi, ancora ben al di sotto di quelle
delle ormai consolidate ed altamente riproducibili
metodiche RIA commerciali e non. Il miglioramento
della metodica ELISA per GADA si deve unicamente
allo specifico disegno di un unico kit ELISA, mentre
altre metodiche ELISA per GADA o per IA-2A re-
stano inaffidabili. Ne consegue che l’utilizzazione di
metodiche RIA commerciali (pur sempre se validate
nei workshop DASP) garantisce un’adeguata accura-
tezza diagnostica, mentre l’utilizzazione di metodiche
ELISA richiede necessariamente un’approfondita ana-
lisi della performance dello specifico kit nei program-
mi DASP, e al momento attuale solo un kit commer-
ciale ELISA per GADA (o combinato IA-2A/GADA)
garantisce risultati paragonabili a quelli delle metodiche
RIA.

Sulla base delle caratteristiche della risposta autoanti-
corpale si possono quindi formulare alcune considera-
zioni tecniche generali:
1) L’analisi ICA con immunofluorescenza indiretta deve

necessariamente essere effettuata utilizzando sezioni
criostatiche di pancreas umano di gruppo 0, con al-
meno due osservatori indipendenti ed utilizzando lo
standard JDF ICA per la corretta titolazione.

2) Il dosaggio GADA deve utilizzare unicamente
GAD65 umana ricombinante come molecola ber-
saglio.

3) Le determinazioni di autoanticorpi antigene-specifi-
che devono preferibilmente essere effettuate con
metodiche atte a selezionare anticorpi ad alta affini-
tà.

4) La disponibilità di kit RIA commerciali basati su
GAD65 umana o IA-2A umana marcate con 125I,
che garantiscono alta sensibilità e specificità diagno-
stica, testati in workshop internazionali di validazio-
ne (DASP), permette l’utilizzo di routine di queste
determinazioni anche a laboratori radioimmunolo-

gici non specializzati e permette quindi la diffusione
clinica di questa analisi secondo le considerazioni ge-
nerali più sopra riportate.

5) Sebbene metodiche ELISA siano state proposte per
la determinazione di IAA, GADA ed IA-2A, le de-
terminazioni radioimmunologiche continuano al
momento a rappresentare il gold standard per l’ana-
lisi di autoanticorpi anti-insula pancreatica. Tuttavia,
un singolo kit commerciale ELISA per GADA ed
un kit ELISA per IA-2A/GADA dello stesso pro-
duttore garantiscono adeguata accuratezza diagno-
stica (paragonabile a quella dei dosaggi RIA).

6) Le metodiche ELISA per IA-2A, per quanto netta-
mente migliorate rispetto al passato presentano an-
cora un’ampia variabilità di risultati, anche se in alcu-
ni casi hanno dimostrato performance paragonabili
a quelle dei kit RIA.

7) Le metodiche IAA non sono ancora standardizzate,
e le metodiche ELISA per IAA devono essere evita-
te.

8) In ogni caso, la scelta del kit commerciale da utilizza-
re deve innanzitutto tenere presente la performance
della specifica metodica in programmi internazionali
di validazione (quali il DASP).

9) Non esiste al momento spazio pratico all’uso di rou-
tine di metodiche finalizzate alla caratterizzazione
degli isotipi o degli epitopi dei GADA, IAA o IA-
2A. Queste metodiche sono al momento limitate a
laboratori specializzati a scopo di ricerca.

Componenti del GdS intersocietario
SIBioC-SIMeL Diabete mellito
• Componenti SIBioC: Andrea Mosca (Milano) (coordi-

natore), Graziella Bonetti (Brescia), Anna Caldini (Fi-
renze), Ferruccio Ceriotti (Milano), Franco Ghiara
(Genova), Maristella Graziani (Verona), Annunziata
Lapolla (Padova), Agostino Ognibene (Firenze), Re-
nata Paleari (Milano), Cristina Pellegrini (Arco di Tren-
to), Alessandro Terreni (Firenze).

• Componenti SIMeL: Roberto Testa (Ancona) (coordi-
natore), Mariarosa Carta (Vicenza) (vice-coordina-
tore), Paolo Andreani (Terni), Antonio Ceriello (Bir-
mingham), Alberto Falorni (Perugia), Grazia Ferrai
(Treviso), Daniela Foti (Cosenza), Gabriella Lavalle
(Roma), Giuseppe Lippi (Verona), Claudia Lo Ca-
scio (Verona), Italiano Maccaroni (Recanati), Lucia
Malloggi (Pisa), Maurizio Marra (Ancona), Massimo
Massi Benedetti (Kuwait), Martina Montagnana (Ve-
rona), Cristina Peirone (Perugia), Maria Letizia To-
massoni (Terni), Marina Vitillo (Roma).

• Delegati AMD: Carlo Giorda (Torino), Augusto Lo-
vagnini Scher (Monza).

• Delegati SID: Mauro Cignarelli (Foggia), Paola Fio-
retto (Padova).
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