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1. ABSTRACT

Background: |l tessuto scheletrico € in grado di secernere diverse sostanze
ormonali rilevanti per 'organismo.

Negli ultimi anni & stata posta una particolare attenzione nei confronti di un
ormone secreto prevalentemente dagli osteociti, denominato Fibroblast
growth factor 23 (FGF23). L'FGF23 regola il metabolismo dei fosfati (azione
fosfaturica) e del sistema della vitamina D (inibizione della conversione in
prodotti attivi). La secrezione di questa sostanza €& regolata anche da
“meccanismi non scheletrici’, tra i principali, I'assetto marziale, la flogosi e
I'anemia.

Obiettivo: Valutare I'FGF23 in un modello in vivo rappresentato
dallEmocromatosi Primitiva (HE) in condizioni basali e dopo la procedura di
donazione di sangue intero (whole blood donation).

Materiali e Metodi: Sono stati arruolati n= 26 soggetti affetti da HE e n= 19
donatori sani. FGF23 ¢é stato valutato con entrambe le metodiche disponibili
in commercio, ovvero misurando sia la componete intatta e biologicamente
attiva (iIFGF23), che la porzione C-terminale (cFGF23).

In aggiunta é stata effettuata una valutazione dell’assetto marziale completo,
del metabolismo minerale e scheletrico comprensivo anche della misurazione
della densita minerale scheletrica (BMD) e del rilievo di deformita vertebrali.
La popolazione oggetto dello studio & stata confrontata con donatori volontari
sani (C).

Risultati: Non sono state rilevate differenze significative in merito al
metabolismo calcio fosforico al baseline e dopo rivalutazione.

Per quanto concerne l'analisi di FGF23, non abbiamo riscontrato differenze
dei livelli della porzione intatta tra i due gruppi al basale (HEO: iFGF23 54.27
+ 14.42 pg/mL vs CO: iFGF23 52.77 £ 17.63 pg/mL), né dopo la donazione
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(HE1: iFGF23 54.70 £ 15.48 pg/mL vs C1: iFGF23 53.20 £ 15.88 pg/mL).
Invece é stata riscontrata una differenza nei livelli circolanti di cFGF23, che
correlava in maniera significativa con i parametri dell’assetto marziale dopo la
procedura di donazione (p <0,001).

Il rapporto tra la porzione intatta e la porzione C-terminale (iFGF23/cFGF23
ratio) & rimasto costante, mentre i parametri dell’assetto marziale come
atteso si riducevano dopo la whole blood donation.

Dalla valutazione densitometrica € emersa una lieve riduzione della BMD nel
gruppo HE (p = ns).

Mediante valutazione morfometrica € stato rilevato il 20% di fratture vertebrali
nel gruppo HE rispetto al 5% del gruppo di controllo (p= ns).

Conclusioni: Questo ¢ il primo studio in cui € stato valutato 'FGF23 nell’ HE.
La valutazione di entrambe le componenti del’lFGF23 (intatta e C-terminale),
unitamente all’assetto marziale ed alle sue variazioni dopo la procedura di
whole blood donation, ha consentito di valutare il comportamento biologico di
questo ormone al fine di incrementare le conoscenze nel campo
dellomeostasi dei fosfati. | dati rilevati consentono di affermare che 'FGF23 &
influenzato dall’assetto marziale e come questo eserciti un feedback sulla
degradazione di FGF23, al fine di mantenere 'omeostasi dei fosfati e di
prevenire la demineralizzazione scheletrica. In aggiunta é stato effettuato un
assessment della compromissione scheletrica in una popolazione affetta da

HE piu giovane rispetto a quella analizzata finora in letteratura.



2. INTRODUZIONE

Il tessuto scheletrico oltre alle funzioni note, pud essere considerato di fatto
come un organo endocrino in grado di secernere sostanze ormonali rilevanti
per 'omeostasi dell’organismo.

Negli ultimi anni & stata posta una particolare attenzione nei confronti di un
ormone secreto prevalentemente dagli osteociti, denominato Fibroblast
growth factor 23 (FGF23). L'FGF23 € in grado di regolare il metabolismo dei
fosfati (azione fosfaturica) e del sistema della vitamina D (inibizione della
conversione in prodotti attivi).

Dall’esperienza personale maturata nella valutazione di tale sostanza in
forme rare di sindrome paraneoplastiche (sostenute da neoplasie a
localizzazione prevalentemente scheletrica), responsabili di un marcato
difetto di mineralizzazione per l'ipersecrezione di FGF23 (Tumor-induced
osteomalacia), si € voluto analizzare 'FGF23 anche in un contesto clinico
differente.

Infatti, in letteratura sono stati esaminati diversi fattori in grado di influire sulla
concentrazione di tale ormone; tra questi il decremento della funzione renale,
il paratormone (PTH) e la concentrazione dei fosfati.

In aggiunta, numerose osservazioni sottolineano I'azione regolatoria di
“meccanismi non scheletrici”, quali, 'assetto marziale, la flogosi e 'anemia su
tale sostanza.

La definizione di una eventuale relazione fisiopatologica potrebbe porre le
basi eventualmente per future strategie terapeutiche.

L’obiettivo di questo progetto & stato quello di valutare le concentrazioni di
FGF23 in pazienti affetti da emocromatosi primitiva (HE) rispetto ad un

gruppo di controllo (C), unitamente alla valutazione del metabolismo minerale



scheletrico, alla valutazione della misurazione della densita minerale ossea
(BMD) ed al rilievo di fragilita scheletrica.

Gli studi finora condotti hanno analizzato il ruolo dell’assetto marziale sulla
secrezione di FGF23 in soggetti affetti da anemia sideropenica,
sottolineandone prevalentemente il suo incremento.

Teoricamente, in un contesto di sovraccarico di ferro, rappresentato dall’HE,
il risultato atteso sarebbe il riscontro invece di livelli soppressi di FGF23;
tuttavia mediante un teorico meccanismo epcidina-dipendente, potrebbe
invece riscontrarsi una eccessiva secrezione di FGF23 o una alterazione
delle sue due porzioni (intatta e C-terminale), aprendo nuovi scenari sul suo
ruolo nel metabolismo minerale e scheletrico in patologie da sovraccarico di
ferro.

Tale studio potrebbe contribuire a chiarire, tramite una valutazione priva di
fattori di confondimento, la precisa interazione che intercorre tra assetto
marziale e FGF23. In aggiunta, potrebbero essere valutati ulteriori
meccanismi fisiopatologici di danno d’organo, non ancora completamente
chiariti, come I'esteso coinvolgimento articolare, in comune con molteplici

patologie caratterizzate da accumulo di ferro (Fe).



2.1 EMOCROMATOSI

L’emocromatosi (HE) € un disordine ereditario comune del metabolismo del
ferro, caratterizzato da una disregolazione intestinale del suo riassorbimento,
a cui segue un eccessivo € dannoso sovraccarico marziale a carico di
molteplici tessuti e, nel suo stadio piu avanzato, allo sviluppo di gravi danni
d'organo [1].

Classicamente gli organi maggiormente coinvolti sono rappresentati dal
fegato, pancreas, cuore, ghiandole endocrine, cute ed articolazioni [1].
Tuttavia, il riconoscimento precoce di tale condizione ha consentito negli
ultimi anni di apportare importanti strategie di prevenzione primaria, volte a
prevenire il danno d’organo; esse sono rappresentate essenzialmente dal
salasso e/o dalle periodiche donazioni di sangue intero (whole blood
donation) [2].

Tali procedure generalmente consistono nella rimozione di una quantita di
sangue compresa tra i 350 e i 450 mL (che pud perd variare a seconda del
peso individuale e dalla frequenza delle donazioni) e sono cadenzate in base

alla risposta individuale ed all’esito delle indagini biochimiche (fino al

raggiungimento di livelli sierici target di ferritina = 50 ug/L pur mantenendo

valori di Hb > 11 gr/dL) [1].

Nello specifico in ltalia, un decreto del Ministero della Salute del 2 Novembre
2015 sulle "Disposizioni relative ai requisiti di qualita e sicurezza del sangue
e degli emocomponenti”, in uno degli allegati, stabilisce che “i soggetti rilevati
portatori di emocromatosi, con documentazione clinica di assenza di danno
d'organo, possono essere accettati per la donazione di sangue intero. |l
numero di donazioni nell'anno non deve essere superiore a 4 per l'uvomo e

per la donna non in eta fertile, a 2 per la donna in eta fertile".



Nel caso di danno d’organo conclamato, invece €& possibile un approccio
farmacologico specifico, caratterizzato dall’'uso di chelanti del ferro, come la

deferoxamina [2].

2.2 GENETICA

Il gene responsabile della malattia, detto HFE, € sito sul braccio corto del
cromosoma 6, in prossimita del locus del gene HLA-A [1].

Esso é stato identificato negli Stati Uniti dall'osservazione di due mutazioni
denominate C282Y e H63D, di cui la prima, in particolare, € stata riscontrata
in piu del 90% dei pazienti. Le due mutazioni piu frequentemente riscontrate
di questi due geni, provocano rispettivamente una Ila sostituzione
dellamminoacido 282 da Cisteina a Tirosina (Cys > Tyr), e [laltra
dell'amminoacido 63 da Istidina ad Aspartato (His > Asp) [2].

La variante HG63D pud contribuire a una minoranza di casi di eterozigosi
composta con C282Y (C282Y/H63D) ed e stata riscontrata in combinazione
con altre cause di malattia epatica che contribuiscono al sovraccarico di ferro,
come l'alcol, l'infezione da virus dell'epatite C (HCV) o steatosi epatica non
alcolica (NAFLD) nel 15-20% [2] .

Altre mutazioni puntiformi o delezione del gene HFE sono invece meno
comuni. Infine, mutazioni di altri geni possono essere implicate nella
patologia da sovraccarico di ferro e vengono classificate come forme non-
HFE di emocromatosi (e.g. ferroportina, recettore 2 della trasferrina, epcidina,

geni HJV (emojuvelina co-recettore di BMP) [1, 3].



2.3 DIAGNOSI

La diagnosi di HE viene in genere sospettata sulla base di alterazioni dei
parametri dell’assetto marziale, degli esami di laboratorio ed avvalorata dal
riscontro di aumento dei depositi di ferro a livello degli organi splancnici. La
concentrazione del ferro soprattutto a livello epatico e pancreatico, viene
facilmente quantizzata dalla risonanza magnetica (RM) in centri specializzati;
si basa sull’accumulo di ferro nel parenchima che si riflette in una perdita di
segnale nelle sequenze T2 pesate. In casi selezionati, & possibile eseguire la
biopsia epatica, che consente di valutare in modo inequivocabile la presenza
di sovraccarico di ferro (colorazione con il blu di Prussia) ed il grado di
compromissione d’organo in cirrosi o I'evoluzione in epatocarcinoma [1, 3].
La conferma diagnostica definitiva richiede [l'analisi genetica per
I'identificazione delle mutazioni responsabili.
Segni o sintomi clinici indicativi di sovraccarico di ferro devono essere valutati
in ciascuna delle seguenti condizioni:

e Eccessiva astenia,

e Malattia epatica cronica o cirrosi,

e Coinvolgimento cardiaco (insufficienza cardiaca o difetti di conduzione),

e Diabete mellito di tipo 2,

e |pogonadismo, diminuzione della libido o disfunzione sessuale

maschile,
e |[perpigmentazione cutanea,
e Artropatia con coinvolgimento soprattutto della seconda e della terza
articolazione metacarpofalangea,
e Porfiria cutanea tarda,

e Un parente di primo o secondo grado con diagnosi di HE.



La diagnosi di HE viene altamente sospettate se unitamente agli aspetti
clinici si associano i seguenti parametri di laboratorio (Figura 1):
¢ Anomalie inspiegabili dei test di funzionalita epatica;
e Elevata ferritina sierica (p. es., =2 300 ng/mL nei maschi o nelle femmine
in postmenopausa; = 200 ng/mL nelle femmine in premenopausa);

e Elevata saturazione della transferrina (TSAT; es. = 45%)

Adult first-degree | | Individual with || Subjects with
relative of suggestive unexplained
patient with HH symploms liver disease
(see text)
¥ :

TS <45%
Transferrin saturation and serum ferritin® =727 | Reassure,

SF <300 possibly retest

later
TS 245% and/or SF >300 pglL
Normal Couns_el and
HFE genatype = consider non-HFE
hemochromatosis
1

C282Y Homozygote
C282Y/HE3D (compound heterozygote)

|
v ¢ ¢

Serum ferritin — | | Serum ferritin = Serum ferritin Observe,
300-1000 pg/L | | 1000 pg/L and/or| | <300 pg/L LFT retest in
LFT narmal LFT abnormal normal 1-2 years
No iron -
: : overioad Investigate and
Liver biopsy treal as
appropriate

Confirmed
iron overload

Phlebotomy

*For convenience both genotype and phenotype (iron tests) can be performed
together at a single visit in first-degree relatives.

Source: Joseph Loscalzo, Anthany Fauci, Dennis Kasper, Stephen Hauser,

Dan Longo, ). Larry Jameson: Harrison's Principles of Internal Medicine, 21e
Copyright © McGraw Hill. All rights reserved.

Figura 1: Flow chart diagnosi e management Emocromatosi. Harrison’s
Principles of Internal Medicine, 21e McGraw Hill.
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2.4 CLINICA

A differenza del passato, in cui 'HE era gravata da una elevata mortalita
(cirrosi epatica, epatocarcinoma, diabete mellito, disfunzioni endocrine
multiple ed insufficienza cardiaca, etc.), oggi le complicanze di questa
patologia si osservano raramente nella pratica clinica.

Cio puo essere attribuito ad una maggiore consapevolezza della malattia e,
soprattutto, alla valutazione di routine dell’assetto marziale, in particolare
della ferritina sierica. Allo stesso tempo, la scarsa specificita degli elevati
valori di ferritina potrebbe ingannare clinici meno esperti e condurre ad un
ritardo diagnostico [4].

Infatti, HE puo essere asintomatica per diversi anni e I'assenza di sintomi pud
persistere fino ai 30-40 anni di eta negli uomini ed ai 40-50 anni di eta nelle
donne con malattia associata a HFE [1].

In generale, i sintomi sono ampliamene variabili e spesso aspecifici, il che
spiega il frequente ritardo diagnostico.

Una volta sospettata la diagnosi, la valutazione genetica € fondamentale per
definire 'HE ma anche per adottare strategie di screening precoce nei
familiari (Figura 1).

A cio si affianca la valutazione di danno d’organo, generalmente conclamato
per valori di ferritina = 1000 ug/L [2] (Figura 2).

Come descritto precedentemente, la strategia terapeutica attuale per 'HE &
la rimozione dell’eccesso di ferro al fine di prevenire il danno multiorgano.
Tuttavia, per ragioni etiche, i benefici riportati a seguito delle procedure
periodiche di salasso-terapia e di donazioni di sangue, non sono stati mai

dimostrati da studi clinici randomizzati [5, 6].
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[0 Common in haemochromatosis = | Chronic fatigue

Common in non-HFE juvenile

z Hypopituitarism
haemochromatosis YPOE ;

» Cardiac rhythm
disorders
» Cardiac failure

* Hepatomegaly
* Cirrhosis

* Hepatocellular
carcinoma

* White nails
* Flat nails -
* Koilonychia

~ Diabetes mellitus

* |oint pain
* Osteoporosis | I'l

. | * Melanoderma
' * Skin dryness

Figura 2: Manifestazioni cliniche del’Emocromatosi. Brissot P, Pietrangelo A,
Adams PC, de Graaff B, McLaren CE, Loreal O. Haemochromatosis. Nat Rev
Dis Primers. 2018.

Tra le manifestazioni d’organo in corso di HE ben noto € il coinvolgimento
articolare ed osseo. Tuttavia, I'attenzione clinica e la relativa letteratura
scientifica si sono focalizzate prevalentemente sull’interessamento articolare.
In uno studio condotto su una casistica di 199 pazienti con HE, & stato
riportato un coinvolgimento articolare pari al 72,4%, con un esordio della
sintomatologia intorno a 45.8 £ 13.2 anni [7].

Le sedi maggiormente coinvolte sono la seconda e la terza articolazione
metacarpofalangea (MCP). | sintomi di solito differiscono da quelli dell'artrite

infiammatoria che colpisce le articolazioni MCP ed in particolare I'Artrite
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Reumatoide. Frequente &€ anche l'interessamento a carico delle articolazioni
delle ginocchia e delle caviglie.

Diversi studi riportano un numero elevato di interventi di protesi articolari nei
pazienti affetti da HE, rispetto alla popolazione generale [7]. Le sedi
maggiormente interessate sono [|'anca (84,6%), seguita dal ginocchio
(11,5%). Tali dati risultano essere sovrapponibili anche con quelli della
popolazione italiana [8].

L’interessamento articolare ha un impatto negativo sulla qualita di vita (Qol)
ed e stato infatti descritto un impatto maggiore sulla QoL e sulla stessa
sopravvivenza (p= 0,05), rispetto ai pazienti con altre complicanze dell’HE,
quali cirrosi e diabete mellito [9].

Invece, nonostante le premesse precliniche, che hanno dimostrato la
relazione di danno tra sovraccarico di ferro e tessuto scheletrico, pochi studi
sono stati condotti in vivo al fine di valutare in maniera estensiva la fragilita
scheletrica ed il metabolismo osseo dei pazienti affetti da HE.

Nella stesura di una review, relativa alle cause secondarie di osteoporosi
secondaria [10], riportavo il dato conclamato in letteratura relativo
all’alterazione della funzione degli osteoblasti in corso di sovraccarico di
ferro. Nellambito di tale contesto, tuttavia I'osteoporosi € stata ricondotta a
cause multifattoriali, principalmente legate alla disfunzione endocrina,
gonadica e pancreatica [11]. Infatti in altre patologie accomunate
dall’eccesso di ferro (esempio Talassemia major), l'utilizzo di chelanti del
ferro (deferoxamina), si associa ad un miglioramento della densita minerale
ossea (BMD), valutata in un follow-up di medio termine pari a 5 anni.
L'incremento della BMD tuttavia veniva principalmente interpretato quale
effetto secondario al parziale ripristino della funzione ghiandolare endocrina
[12]. Date queste premesse, in caso di fragilita scheletrica, € opportuno

effettuare anche la valutazione dell’assetto marziale ed il calcolo della
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percentuale di saturazione della transferrina (TSAT) tra le possibili cause
secondarie di osteoporosi [10].

La gravita del sovraccarico di ferro, definita da un livello di ferritina = 1000
Mg/l alla diagnosi, € stata associata ad Osteoartrite (p = 0,0005), Osteoporosi
(p = 0,01), presenza di protesi d'anca (p = 0,04), fratture del polso (p = 0,002)
e fratture vertebrali (p = 0,02) in uno studio basato su un questionario
autosomministrato [13].

La Tabella 1 riporta i dati di pazienti affetti da HE pubblicati in letteratura fino
ad Ottobre 2022 e nei quali & stata analizzata la complicanza ossea in termini
di riduzione della BMD e/o di fragilita scheletrica (fratture).

Dai dati riportati, si evince innanzitutto che la popolazione finora studiata & di
eta avanzata e soprattutto affetta da complicanze d’organo secondarie al
sovraccarico di ferro. In sostanza, gli studi finora effettuati, volti ad analizzare
la fragilita scheletrica nellHE, hanno fotografato una popolazione che non
rispecchia le caratteristiche attuali, dove screening precoce e trattamenti
opportuni hanno modificato sostanzialmente la storia naturale di questa

patologia.

In aggiunta, le valutazioni finora effettuate su tale popolazione non hanno
preso in considerazione nuove molecole coinvolte attivamente nei processi di

mineralizzazione, come il Fibroblast growth factor (FGF23).
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AUTORI e NUMEROSITA TIPOLOGIA DI CONCLUSIONI
riferimento CAMPIONARIA / STUDIO/
bibliografico ETA MEDIA METODOLOGIA
(media % SD)

Diamond T. 22 (M/F: 100/0) Caso-controllo Rilievo di fratture vertebrali pari al 20% rispetto al gruppo

(1989) di controllo.

[14] 49.7 + 3.3 anni BMD, Radiografie Valutazione istomorfometrica con tetracicline con
Analisi riscontro di una differenza significative tra formazione
istomorfometrica ossea ed attivita osteoblastica indiretta tra pazienti

eugonadici trattati con salassoterapia versus pazienti
eugonadici non trattati.

Eyres K.S. et al. 1 (M/F 1/0) Case report Numerose fratture vertebrali pregresse.

(1992) Riduzione della BMD (0.683 g/cmz, 63% inferiore rispetto

[15] 34 anni BMD a popolazione di controllo per sesso e range di eta)
Analisi Riscontro di deposito di ferro sul tessuto scheletrico
istomorfometrica (colorazione di Perls).

Riduzione del turnover scheletrico.

Duquenne M. et al. 1 (M/F: 1/0) Case report OP severa

BMD 0.54 gr/cm?

(1996) 48 anni BMD Multiple fratture vertebrali

Radiografie Complicanze d’organo, tra cui ipogonadismo associate a

[16]

valori di Ferritina elevati (5000 mcg/L v.n.27-329)

Guggenbuhl P. et al
(2005)

[17]

38 (M/F: 100/0)

47.2 £ 9.4 anni

Coorte senza gruppo
di controllo

Riduzione della BMD nei pazienti con ipogonadismo HE-
relato rispetto a pazienti eugonadici
(BMD 0.788 + 0.16 vs 0.954 + 0.14 g/cm?)

Valenti L. et al.
(2009)

[18]

87 (M/F: 70/17)

50.8 + 11.3 anni

Coorte senza gruppo
controllo

Diagnosi di Osteoporosi nel 25% e di Osteopenia nel 41%
Fattori di confondimento:

danno d’'organo secondario ipogonadismo (34%) e cirrosi
(85%)

menopausa nel 47% della popolazione di sesso femminile

Richette P. et al.

306 (M/F: 161/145)

Caso-controllo

Prevalenza maggiore di OP nei pazienti rispetto ai
controlli: 23,3% vs 4,6% (aOR 7,3, IC 95% 3,2-17,0).

(2010) 60.1 £ 11.3 anni Questionari Coinvolgimento osseo se Ferritina > 1000 pg/l:
autosomministrati OA (p = 0,0005), OP (p = 0,01), presenza di protesi
[13] d'anca (p = 0,04), fratture del polso (p = 0,002) e fratture
vertebrali
(p=0,02)
Jandl N. M. et al. 10 (M/F: 6/4) Studio retrospettivo BMD non alterata
Nessuna differenza nei bone markers analizzati:
(2020) Etda mediana 58.5 | Tomografia PTH, BALP; 25(0OH)D, Idrossiprolina urinaria
anni computerizzata Riscontro significativo di osteonecrosi articolare.
quantitativa Rilievo di alterazione dell’'osso corticale rilevato con la
[19] periferica ad alta | HR-pQcT
risoluzione Non alterazioni della trabecolatura ossea.
(HR-pQcT) Novita: valutazione della microarchitettura ossea
Bone turnover mediante
markers HR-pQcT
Nguyen C-D et al. 93 (M/F: 43/50) Cross-sectional Riscontro di fragilita scheletrica
(2020) study 21 fratture in 16 pazienti (1 vertebrale, 7 distali
[20] 60 £ 11.2 anni avambraccio, 7 caviglia, 2 bacino, 1 omero, 3 periferiche)
Periodo di | Analisi multivariata associava fragilita alla cirrosi epatica:
osservazione: OR 8.20 (1.74-38.69), p= 0.008
2 anni

Tabella 1: studi presenti in

letteratura fino ad Ofttobre 2022 che hanno

valutato le alterazioni scheletriche in termini di osteoporosi e fragilita

scheletrica in pazienti affetti da Emocromatosi.
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2.5 FIBROBLAST GROWTH FACTOR 23

Il fibroblast growth factor (FGF23) € un ormone di origine scheletrica secreto
prevalentemente dagli osteociti, implicato attivamente nel metabolismo dei
fosfati e nel sistema della vitamina D [21].

L’FGF23 direttamente € in grado di modulare negativamente la trascrizione e
la traslocazione di specifici co-trasportatori sodio-fosfato (NaPT2A e
NaPT2C) responsabili nel processo di riassorbimento del fosfato a livello del
tubulo contorto prossimale. In condizioni fisiologiche, i livelli sierici di fosfato e
I'assorbimento intestinale dei fosfati, attivano un feedback negativo che
stimola la secrezione di FGF23 [21, 22].

Inoltre, 'FGF23 down-regola I'enzima 1-aidrossilasi renale con conseguente
riduzione dei livelli sierici di 1,25(0H),D [23] (Figura 3).
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Figura 3: Rappresentazione schematica dell'omeostasi dei fosfati.
Minisola, S. et al. Tumour-induced osteomalacia. Nat. Rev. Dis. Primers 3,
17044 (2017).
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La regolazione dellFGF23 & sottesa all’azione di diverse sostanze, che
tramite meccanismi trascrizionali e post-trascrizionali, sono in grado di
modularne la sintesi [22].

Oltre ai molteplici fattori largamente descritti in letteratura (decremento della
funzione renale, PTH, fosfati, etc.), recentemente una particolare attenzione
e stata posta nei confronti di “fattori non scheletrici” in grado di influenzare la
sintesi di FGF23. Questi sono rappresentati principalmente dall'assetto
marziale, dalla flogosi e dall’anemia [24].

Nello specifico, particolare interesse € volto a valutare I'associazione tra livelli
di FGF23 ed assetto marziale.

Di notevole rilevanza, a dimostrazione del ruolo del ferro sulomeostasi
scheletrica, & il lavoro di Imel e Coll., che ha dimostrato come la
supplementazione marziale in una piccola coorte di pazienti affetti da
rachitismo ipofosforemico autosomico dominante (ADHR), si & dimostrata
efficace nel normalizzare i livelli di FGF23, con una contestuale correzione
dell’ipofosfatemia [25] .

La carenza di ferro infatti € in grado di incrementare i processi molecolari
implicati nella trascrizione e traduzione cellulare con incremento della sintesi
proteica di FGF23. Nello specifico, la forma biologicamente attiva, in grado di
influenzare il metabolismo dei fosfati, € rappresentata dalla forma intatta (i-
FGF23), mentre la porzione C-terminale, compete con la forma attiva per il
legame con il recettore FGFR, inibendone pertanto il signaling. Quindi, &
stato anche proposto che un’alterazione iIFGF23/cFGF23 ratio, possa essere
il meccanismo coinvolto nellincremento dei livelli sierici di iFGF23.
Le principali citochine pro-inflammatorie (TNF, IL-18 e IL-6), mediante un
processo mediato dalla furina (enzima appartenente alla classe delle idrolasi
che catalizza il rilascio di proteine mature a partire da precursori) e dall’

epcidina (principale regolatore del controllo dell’assetto marziale attraverso |l
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sistema reticoloendoteliale), potrebbero alterare il clivaggio del sistema
FGF23, a favore di un incremento della porzione intatta. La valutazione di
entrambe le componenti (iIFGF23 e cFGF23) € importante in quanto
un’alterazione delliFGF23/cFGF23 ratio esplicherebbe una potenziale

inefficacia del signaling cellulare [26] (Figura 4).
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Figura 4: Differenti modalita di determinazione delle diverse molecole di
FGF23 presenti in commercio e razionale dellutilizzo del rapporto
IFG23/cFGF23 in differenti scenatri clinici. Curr Opin Nephrol Hypertens. 2014
July ; 23(4): 411-419.

Inoltre, una riduzione della concentrazione di Fe, indurrebbe I'attivazione del
pathway von Hippel-Lindau/Hypoxia-inducible trascription factors (VHL/HIFs),
con stimolo diretto alla secrezione di FGF23 [27]. Tra i fattori di trascrizione
inducibili dall’ipossia, in particolar modo & stato dimostrato come HIF-1a sia
un potente fattore di trascrizione di FGF23. La sua up-regolazione, in pazienti
affetti da osteomalacia oncogenica, correla con un’eccessiva produzione di
FGF23 [28].
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Teoricamente, invece, una condizione patologica caratterizzata da un
sovraccarico di Fe dovrebbe invece determinare la soppressione dei livelli di
FGF23.

Una patologia, determinata geneticamente e caratterizzata da un progressivo
accumulo di Fe nellorganismo, € 'lEmocromatosi ereditaria o primitiva (HE).
Un ruolo di particolare rilievo nei meccanismi fisiopatologici in tale condizione
potrebbe essere svolto anche dallFGF23. Pertanto, 'HE rappresenta un
modello di notevole importanza ai fini clinici e biologici, per meglio definire
I'azione del’FGF23 in relazione all’'assetto marziale.

Ad oggi gli studi condotti hanno descritto I'influenza del deficit di Fe sulla
secrezione di FGF23, tuttavia i risultati ottenuti sono spesso contrastanti. Le
ragioni possono essere ricondotte alla presenza di multipli fattori di
confondimento, rappresentati soprattutto dalla presenza di insufficienza
renale cronica [29, 30], la quale si associa ad un incremento del’lFGF23 gia
dallo stadio Il KDIGO, quale regolatore negativo del pool sistemico dei fosfati.
Infatti, nel cercare di valutare 'FGF23 in un modello privo di fattori di
confondimento per una precisa valutazione dei dati, Collins MT e Coll., hanno
effettuato uno studio, su pazienti affetti da una patologia ultra-rara
(paraganglioma/somatostinoma syndrome), caratterizzata da un incremento
dei livelli di eritropoieitina (EPO) dovuta ad una mutazione a carico del gene
HIF2a [31].

La patologia presa in esame di fatto rappresenta un modello clinico per
valutare 'FGF23 in un contesto simile alla carenza di Fe per le premesse
descritte sopra. Gli Autori hanno dimostrato la presenza di un’azione diretta
dellasse HIF/EPO sulla regolazione di FGF23; nello specifico hanno
evidenziato un incremento della sua componente C-terminale [31].

Al contrario, ancora non €& noto quale sia il comportamento biologico

del’FGF23 invece in contesti caratterizzati da sovraccarico di Fe.
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E’ ipotizzabile che in corso di HE geneticamente determinata, il
comportamento dell’epcidina possa influire attivamente sulla concentrazione
plasmatica di FGF23. Infatti, a dispetto del semplice sovraccarico marziale,
I'epcidina € quasi sempre assente nell’ HE in quanto la sua produzione non é
stimolata dal sovraccarico marziale [32]. Tale alterazione € da ascriversi nella
mutazione principale C282Y del gene HFE, in grado di determinare una
grave distorsione ed instabilita strutturale della proteina HFE, con
conseguente compromissione dell'espressione di HFE sulla membrana
cellulare. In assenza di HFE il trasporto di Fe nel citoplasma procede senza
regolazione negativa ed inoltre, anche se non ben noti i meccanismi
molecolari, viene meno l'iper-espressione dell’epcidina, come se I'organismo
fosse in carenza di Fe. In tal modo, la ferroportina non viene ad essere
bloccata ed in ultima istanza il Fe viene assorbito con un progressivo
accumulo ed insorgenza di danno tissutale [33].

In aggiunta & stato dimostrato, in modelli murini knockout per HFET/, la
presenza di una alterazione del signaling mediato dalla famiglia delle bone
morphogenic proteins (BMPs) [34]. Tale sistema & inoltre fondamentale nella
regolazione dell’espressione dell’epcidina [35]. Molte sono le sottoclassi di
questa famiglia espresse a livello epatico, tra cui: Bmp2, Bmp4, Bmp5, Bmp6
e Bmp9 [14]. Tuttavia, tra queste solo le Bmp2 e la Bmp6 si sono confermate
essere implicate nell’attivazione dell’epcidina in vivo [36].

NellHE e stata dimostrata una alterazione dell’espressione della Bmp2 a
livello delle cellule endoteliali dei sinusoidi epatici, con evidenza di una down-
regolazione del pathway BMP-SMAD. Nello specifico l'alterazione di tale
signaling e dei secondi messaggeri come SMAD7, si ripercuote
sull’espressione dell’epcidina negli epatociti [35, 306].

Inoltre, come dimostrato da studi effettuati in vitro, mediante I'utilizzo di

ferrochelanti, la down-regolazione dell’epcidina si correla ad un incremento
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dei livelli di HIF, che a sua volta funge da promoter dell’attivazione del gene
del’lFGF23 [27, 28].

Alla luce dei meccanismi sovra descritti, in particolar modo relativi
all’'epcidina, si potrebbe rilevare invece un comportamento diverso rispetto
alla teorica riduzione dei livelli di FGF23 attesa nei contesti di sovraccarico di
Fe. In aggiunta, tale progetto potrebbe contribuire allidentificazione di
meccanismi molecolari implicati da un punto di vista fisiopatologico in uno

asse fegato-osso, ad oggi non ancora esplorato.

La teorica connessione di questo ormone con I'lEmocromatosi secondo la mia
tesi, parte anche dall’osservazione clinica che le infusioni di alcune
formulazioni di ferro (ferro-carbossimaltosio), sono in grado di determinare
fasi transitorie di ipofosfatemia anche severa (0.16 + 0.77 mmol/L) [37].

Il meccanismo fisiopatologico attualmente proposto si basa sull’iperincrezione
di FGF23 a seguito della somministrazione endovenosa di tali preparazioni
ferrose. In aggiunta, periodiche infusioni di tali preparati, possono
compromettere il metabolismo scheletrico determinando un incremento della
fragilita, come sottolineato da una recente revisione della letteratura [37].

Ad oggi, non e stato tuttavia ancora stabilito se nel’ambito del’lHE, I'FGF23
possa essere coinvolto nei meccanismi fisiopatologici della compromissione

scheletrica ed articolare.
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3. SCOPO DELLO STUDIO

Lo scopo dello studio €& stato quello di valutare i livelli di FGF23 in pazienti
affetti da Emocromatosi primitiva (HE) arruolati consecutivamente in
condizioni basali e dopo una settimana dalla procedura di donazione di
sangue intero.

L’obiettivo principale del progetto & stato quello di individuare, in un modello
privo di fattori di confondimento, la relazione fisiopatologica tra assetto
marziale, eritropoiesi e metabolismo scheletrico, al fine di incrementare le
conoscenze sulla biologia del’FGF23.

La comprensione della relazione di questo ormone con altre sostanze
potrebbe porre le basi per una migliore interpretazione dei livelli di FGF23 in
differenti contesti clinici.

In aggiunta, é stata eseguita un’analisi contestuale dei principali parametri del
metabolismo calcio-fosforico, unitamente ai dati clinici e strumentali mirati a
valutare la fragilita scheletrica (densitometria ossea, Trabecular Bone Score
e morfometria vertebrale).

La popolazione oggetto dello studio € stata infine confrontata con soggetti

donatori sani arruolati consecutivamente e valutati per i medesimi parametri.

22



Descrizione della sequenza temporale del progetto (time schedule)

STUDY DESIGN

10

Soggetti affetti da
Emocromatosi

Anamnesi, Esame Obiettivo
Densitometria ossea

Fracture Vertebral Assessment
Prelievo ematico per: assetto
marziale completo, emocromo,
creatinina, Ca™", fosforo,
25(OH)vitamina D, PTH, ALP,
iIFGF23, cFGF23

Donatori volontari
(gruppo di controllo)

Anamnesi, Esame Obiettivo
Densitometria ossea

Fracture Vertebral Assessment
Prelievo ematico per: assetto
marziale completo, emocromo,
creatinina, Ca*", fosforo,
25(OH)vitamina D, PTH, ALP,
iIFGF23, cFGF23

T1

Rivalutazione dopo 7 giorni:
assetto marziale, emocromo,
funzione renale,

iIFGF23, cFGF23

Rivalutazione dopo 7 giorni:
assetto marziale, emocromo,
funzione renale,

iIFGF23, cFGF23

23



4. MATERIALI E METODI

4.1 PIANO DETTAGLIATO DELLA RICERCA E DELLE PROCEDURE SCIENTIFICHE

Il presente studio & stato realizzato presso il Dipartimento di Scienze
Cliniche, Internistiche, Anestesiologiche e Cardiovascolari, del Policlinico
Umberto | (“Sapienza” Universita di Roma), in collaborazione con il Centro
Emotrasfusionale del medesimo nosocomio.

Il progetto dopo aver ricevuto parere favorevole da parte del Dipartimento di
afferenza €& stato sottoposto al giudizio del Comitato Etico dell’Azienda
Ospedaliera Universitaria Policlinico Umberto |, ricevendo parere favorevole
(riferimento 6679, Protocollo 0374/2022).

Tutti i pazienti con HE arruolati avevano gia ricevuto una diagnosi genetico-
molecolare che confermava la presenza di mutazioni genetiche specifiche.

| pazienti studiati ed il gruppo dei donatori sani sono stati arruolati
consecutivamente, in base all’accesso volontario per effettuare la procedura

di donazione presso il Centro Emotrasfusionale.

CRITERI DI ESCLUSIONE:
e soggetti con valori di ferritina = 1200 pg/L (possibile fattore di

confondimento per le complicanze multisistemiche descritte in questo
stadio della patologia),
e pazienti in trattamento con ferro-chelanti,

e pazienti affetti da insufficienza renale cronica (IRC) = |l stadio KDIGO.

Per ogni paziente, previa acquisizione del consenso informato, & stata
raccolta un’accurata anamnesi relativa alla patologia di base con particolare

riferimento alla valutazione di pregresse fratture scheletriche da fragilita.
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| campioni ematici raccolti sono stati conservati a -80°C presso il laboratorio
di ricerca diretto dal Prof. S. Minisola, per la successiva determinazione di
iFGF23, cFGF23.

L’emocromo, [l'analisi dellassetto marziale completo, [I'assetto del
metabolismo minerale sono stati eseguiti ed analizzati dal centro
emotrasfusionale e ripetuti dopo 7 giorni dal trattamento ferro-depletivo.

(disegno dello studio nel time schedule).

4.2 ANALISI DI LABORATORIO

| livelli sierici di calcio ionizzato sono stati determinati utilizzando un elettrodo
ione specifico (Nova 8; Nova Biochemical, Waltham, Massachusetts, USA)
come precedentemente descritto [38].

Le concentrazioni sieriche totali di 25-idrossi vitamina D [25(OH)D] sono state
rilevate attraverso RIA (DiaSorin Inc., Stillwater, Minnesota, USA); i
coefficienti di variazione intra ed inter-saggio sono stati rispettivamente 8.1%
e 10.2%.

| livelli sierici di PTH sono stati rilevati attraverso saggio immunoradiometrico
(N-tact PTH SP; DiaSorin Inc., Minnesota, USA); i coefficienti di variazione
intra e inter-saggio sono stati rispettivamente 3% e 5.5%.

| livelli plasmatici di FGF23 sono stati effettuati sia valutando la porzione
intatta (iFGF 23) (DiaSorin, Stillwater, Minnesota, USA), con unita di misura
pg/mL, che la porzione terminale (cFGF 23) (Biomedica GmbH), con unita di
misura pg/mL.

Il metodo per la determinazione quantitativa delliFGF23 intatto € un test

sandwich a 3 step basato sul principio della chemiluminescenza (CLIA).
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Per la porzione intatta dellFGF23, lintervallo di normalita riportato in
letteratura € compreso tra 23,2-94,4 pg/mL [39], il suo valore va comunque
interpretato nel contesto clinico [21] .

La determinazione invece della componente C-terminale é stato eseguita con
metodica ELISA.

La valutazione del’emocromo, della funzione renale, dell’assetto marziale
completo e dell’asse PTH vitamina D, sono stati effettuati presso il laboratorio

centrale del Policlinico Umberto |.
4.3 ANALISI DELLA BONE MINERAL DENSITY (BMD)

Usando il densitometro Lunar DXA System (Medical System Lunar GE, USA,
software version: 17 [SP4]), sono state effettuate scansioni postero-anteriori
del rachide lombare (da L4 a L1), del femore non dominante e del distretto
ultradistale del radio per misurare la densita minerale ossea (BMD).

| dati densitometrici sono stati comparati in accordo a quelli della popolazione
italiana [40].

I Trabecular Bone Score (TBS), espressione della microarchitettura
scheletrica, & stato calcolato dallesame DXA standard della colonna
vertebrale antero-posteriore da un software (TBS iNsight) a completamento
dell'analisi DXA [41].

4.4 VALUTAZIONE FRATTURE

| dati relativi a fratture scheletriche sono stati ricavati da dati anamnestici, da
cartelle cliniche portate in visione o desunte da precedenti interventi
ortopedici.

La valutazione delle fratture vertebrali € stata effettuata sistematicamente

mediante la valutazione semiquantitativa del Vertebral Fracture Assessment
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(VFA), con la tecnica Dual-Energy X-Ray Absorptiometry (iDXA, Lunar GE,
USA) [41].

L’analisi densitometrica e la valutazione delle fratture sono state eseguite da
uno stesso operatore, specialista in radiologia, con esperienza nell'ambito
delle patologie osteo-metaboliche e dello scheletro. In aggiunta, la
valutazione e stata eseguita senza che I'operatore fosse a conoscenza del

gruppo di appartenenza di ciascuno dei partecipanti allo studio.

4.5 ANALISI STATISTICA
| dati continui sono stati presentati come media * deviazione standard.

Le variabili categoriche sono state identificate con numeri ed espressi in
percentuali.

Trattandosi di uno studio pilota e non essendo stato effettuato
precedentemente uno studio analogo, non & stato possibile calcolare la
potenza statistica al fine di definire la numerosita campionaria.

E’ stata quindi eseguita un’analisi pre-post per dati appaiati sul campione di
pazienti affetti da HE. Variazioni nei livelli dei parametri considerati, sono stati
rilevati con test parametrici (t-test per dati appaiati) e non parametrici (Mann—
Whitney test).

Infine, le variazioni riscontrate rispetto ai livelli basali, sono state confrontate

con il gruppo dei controlli in un modello lineare ad effetti misti.
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5. RISULTATI

5.1 CARATTERISTICHE GENERALI DELLA POPOLAZIONE

La Tabella 2 illustra le caratteristiche e la composizione generale della
popolazione affetta da HE e del gruppo di donatori volontari (C). Lo studio é
stato condotto su n= 26 pazienti (24 maschi e 2 femmine), confrontati con un
gruppo di soggetti sani arruolati consecutivamente, n= 19 (17 maschi e 2
femmine). Per il gruppo dei pazienti con HE, & stata stimata una durata di

patologia al momento dell'inclusione nello studio pari a 37.65 anni.

Pazienti con Controlli (C)

Emocromatosi (HE)

Eta (aa) 43.80 £10.40 42.40 £12.80

Numerosita 26 19

campionaria (n)

Sesso (M/F) 24/2 17/2
BMI (Kg/m?) 26.40 £ 3.40 24.80 £ 2.90
CV (cm) 96.90 + 9.20 93.10 £ 8.90

Tabella 2: Caratteristiche generali della popolazione. | valori sono espressi
come media + Deviazione standard (DS).
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Nel gruppo dei pazienti, la diagnosi di HE é stata confermata geneticamente

e le mutazioni rilevate sono espresse nella Tabella 3.

Mutazione rilevata Frequenza
C282Y/C282Y 57.7%
C282Y/H63D 27.3%
H63D/H63D 15%

Tabella 3: Mutazioni genetiche rilevate nella popolazione oggetto dello studio
affetta da Emocromatosi primitiva.

5.2 CARATTERISTICHE BIOCHIMICHE

La Tabella 4 riporta i dati biochimici della popolazione oggetto dello studio al
baseline e dopo rivalutazione a 7 giorni, confrontati con la popolazione dei
donatori sani.

Dalla valutazione delllesame emocromitometrico, non vi erano importanti
differenze basali tra i due gruppi, con una riduzione percentuale di circa il 5%
dell’ematocrito nei pazienti con HE, sovrapponibile a quella dei donatori sani
(4%) dopo la donazione di sangue intero (rimozione di una sacca di sangue
intero pari a circa 450 mL).

Non sono state invece riscontrate alterazioni significative in merito al
metabolismo calcio-fosforico, del PTH, né differenze della fosfatasi alcalina.
Anche se non ha raggiunto valori di significativita statistica, i soggetti con HE
avevano livelli ridotti di 25(OH)vitamina D pari a 25.27 + 7.44 ng/mL, rispetto
a valori di 33.05 + 13.14 ng/mL del gruppo di controllo; le due popolazioni
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erano omogenee per il periodo stagionale dell’arruolamento ed in assenza di

trattamento suppletivo.

Dati biochimici HE (TO0) HE (T1) Controlli (C0) Controlli (C1)
Cr (mg/dL) 0.94 +01.14 0.93+0.16 0.98+0.13 1.00£0.13
Clearance creatinina MDRD 93.91 + 15.22 95.37 £ 17.18 89.2 + 11.49 87.24 + 14.08
(mL/min)

Sideremia 155.85 + 53.44 114.37 £ 43.59 100.13 + 20.41 71.02 £ 25.74
(v.n. 64.80 - 174.90 mcg/dL)

Transferrina 2.58 + 0.48 2.53+0.44 2.89+0.45 2.92 +0.34
(v.n.2.15-3.659g/L)

Ferritina 387.87 £ 313.74 296.42 + 235.62 77.21 £67.20 52.11 £ 49.40
(v.n. 30 - 400 mcg/L)

TSAT (%) 43.8 £ 16.33 32.23 + 13.59 24.37 £5.10 17 +7.13
Calcemia (mg/dL) 9.91+0.33 9.64 + 0.38 9.89 + 0.41 9.59 + 0.36
Calcio ionizzato 1.26 £ 0.04 1.26 £ 0.04 1.21+£0.05 1.23 £ 0.05
(v.n. 1.13 -1.33 mmol/l)

Fosfato (mg/dL) 3.27+0.43 3.23+£0.50 3.27 £ 0.56 3.49+0.60
25(OH)vitamina D (ng/mL) 25.27 £ 7.44 NA 33.05+ 13.14 NA

PTH (v.n. 15 - 65 pg/mL) 44.32 + 11.89 NA 42.52 + 15.57 NA

ALP (v.n. 40 — 129 U/L) 70.46 + 18.96 NA 68.84 + 14.46 NA

Hb (gr/dL) 15.60 + 1.01 14.49 + 0.94 15.21 £1.23 14 .04 +1.48
GR (10°%/mm°) 5.13 + 0.41 4.66 + 0.37 5.19 + 0.39 477 +0.52
HTC (%) 48.4 £ 3.14 43.13+3.19 47.63 +3.73 43.57 +4.26
GB (/mm®) 5972 + 1458 5723 + 1793 6515 + 1326 5968 + 1246
PLT (10°/mm°®) 203 £ 39.97 239 +48.34 210 £ 50.97 254 + 67.88

i FGF 23(pg/mL) 54.27 + 14.42 54.70 £ 15.48 52.77 £ 17.63 53.20 + 15.88
¢ FGF 23 (pg/mL) 7.39+2.98 9.04 +6.74 9.47 +6.71 13.84 + 8.38

i FGF 23 / ¢ FGF23 ratio 8.71 £ 5.30 8.73+4.82 8.20 + 5.84 5.32 £ 3.71
giorni intercorsi 7+0.9 6.57 £ 0.74

Tabella 4: Dati biochimici della popolazione oggetto dello studio al baseline e
dopo rivalutazione espressi come media + DS. TO gruppo Emocromatosi al
basale, T1 gruppo Emocromatosi alla rivalutazione, CO gruppo controllo
basale e C1 gruppo controllo alla rivalutazione.
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Per quanto concerne i parametri dell’assetto marziale, le mediane di ferritina,
TSAT e sideremia erano significativamente elevate nel gruppo Emocromatosi
rispetto al gruppo dei controlli (Figura 5).
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Figura 5: Boxplot assetto marziale gruppo emocromatosi (T0) vs gruppo

controllo (CO) al basale.

Alla rivalutazione dopo 7 giorni dalla procedura di donazione, la TSAT e la

sideremia sono risultate statisticamente ridotte nel gruppo HE, invece i livelli

di ferritina non subivano tale modificazione (Figura 6).
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Figura 6: Boxplot assetto marziale gruppo emocromatosi al basale (T0) e
dopo rivalutazione (T1).

E’ stata inoltre valutata la correlazione tra assetto marziale e valori di FGF23
nelle sue due porzioni al basale per tutti i soggetti arruolati nello studio
(Tabella 5) e dopo rivalutazione (Tabella 6); * = p< 0,05, **=p < 0,01, *™* =p
< 0,005, ****=p <0,001.

| |Fer_'ritina..mt;g,[.. |Transferfr‘ina..n;g.d]... |Sideremia..mc_g.d]_.. |T.Sat.ca1cqlata.... |FGF23i..pg.mL._

| Ferritina meg L. | | | |
Transferrina mg dL. |-0.26 | |

|

| |

| Sideremia_mcg dL_|0.66%*** -0.09 | | |

| TSat.calcolata.... [0.64***= [-0.47%x [0.g0==== | |

| FGF23i pgmL |-022 l0.12 l0.18 |-0.20 |
| FGF23c pgmL |-0.18 026 0.06 l0.13 l-0.08

Tabella 5: Correlazione al basale.

| |I_Ferriﬁna..mc_g_._[.. |Transfe_rrina..mg.d]__. |Si|_ie:_'emia..mcg.d]_. |T.S_at.ca_lcplata_.... |FGF23i..pg.mL.
| Fertina meg L. | | | |
[Transferrina mg dL.|.0.35* | | |
| Sideremia_mcg dL/[0.43** l-0.29 | |

|

|
|
|
| TSatcalcolata [0 45** -0 55wwnx 0.94%xxs |
| FGF23i pgmL-0.15 l0.00 0.11 -0.11 |
| FGF23c.pgmL.-0.30* 0.43%= l0.37= -0.40%* l0.23

Tabella 6: Correlazione dopo rivalutazione.
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In particolar modo per quanto riguarda il gruppo affetto da HE, abbiamo
rilevato una correlazione statisticamente significativa tra sideremia e cFGF23

alla rivalutazione (Grafico 1).
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Grafico 1: Correlazione tra i valori di sideremia e cFGF23 nel gruppo
Emocromatosi dopo rivalutazione.

In merito alla valutazione dei livelli di FGF23 abbiamo riscontrato delle
differenze tra le due sue componenti analizzate (Tabella 4).

Nello specifico per quanto riguarda la porzione intatta, i livelli rilevati non
differivano tra il gruppo dei pazienti affetti da Emocromatosi rispetto al gruppo
di controllo, né sono state rilevate differenze a seguito della procedura di
donazione di sangue intero, a cui € corrisposta una riduzione dei livelli di
ferritina sierica, sideremia e transferrina.

Per quanto riguarda la porzione C-terminale, per entrambi gruppi i livelli
plasmatici del frammento C-terminale sono aumentati alla rivalutazione
(Figura 7 e 8).
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Figura 9: Boxplot livelli di

iIFGF23 pg/mL confronto C1 vs HE1
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5.3 ANALISI DENSITOMETRICA

Nella Tabella 7 sono riportati i valori densitometrici dei pazienti e dei controlli,

misurati su tre siti scheletrici (colonna lombare, femore non dominante e

radio). | dati sono stati espressi in termini di BMD e Z score.

In aggiunta é stato calcolato il Trabecular Bone Score (TBS), espressione

della microarchiettura scheletrica.

Nei pazienti affetti da HE & stato riscontrati una riduzione della BMD e dei

valori di Z score in tutti i distretti ad eccezione del tratto prossimale del radio,

rispetto alla popolazione di controllo (p= NS).

EMOCROMATOSI (HE) CONTROLLI (C) p value
BMD
(g/cm?)
Lumbar spine 1.201 £ 0.15 1.249+0.12 ns
Femural Neck 0.970+£0.10 1.045+£0.15 ns
Total Hip 1.040 £ 0.11 1.090 £ 0.14 ns
Radius 1/3 0.950 £ 0.08 0.947 £ 0.09 ns
Z score
Lumbar spine -0.4+£1.10 0.3+0.98 ns
Femural Neck -0.4 £ 0.86 0.2+0.90 ns
Total Hip -0.2+0.90 0.3+0.85 ns
Radius 1/3 -0.2+0.6 0.13+0.90 ns
Trabecular 1.462 + 110 1.493 + 83,4 ns
Bone score
(TBS)
Tabella 7: Dati densitometrici e del TBS di entrambe le popolazioni in esame.
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5.5 VALUTAZIONE FRATTURE

Nel 20% dei pazienti affetti da HE sono state rilevate deformita vertebrali alla
valutazione morfometrica di grado lieve secondo i criteri classificativi di
Genant, rispetto al 5% del gruppo di controllo (p= ns) (Figura 11). Nello
specifico le fratture erano tutte localizzate nel tratto dorsale della colonna
vertebrale, con un massimo tre fratture del tratto dorsale rilevate in due
pazienti. In aggiunta dalla valutazione anamnestica sono state rilevate
fratture da fragilita in siti periferici, verificatesi in assenza di traumi ad alto
impatto energetico. Nello specifico il 19% dei pazienti con HE dichiarava

fratture di Colles, rispetto al 5% del gruppo dei donatori sani.
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Figura 11: Istogramma prevalenza fratture vertebrali (VFx) nel gruppo

emocromatosi (HE) e nel gruppo di controllo (C).
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6. DISCUSSIONE

Lo studio condotto ha potuto valutare i livelli circolanti di FGF23 in un modello
in vivo costituto da una patologia caratterizzata da un sovraccarico di ferro,
sia in condizioni basali che dopo donazione di sangue intero.

E’ stato possibile effettuare I'analisi dei dati ed interpretarli in assenza di
fattori di confondimento, a differenze di quanto riportato fino ad oggi in
letteratura.

Nello specifico, uno dei principali bias € rappresentato dall'insufficienza
renale cronica, al cui decremento del filtrato glomerulare corrisponde un
incremento dei livelli di FGF23.

Un altro importante fattore di confondimento €& rappresentato dall’'obesita
viscerale, associata spesso ad iperferritinemia, quale epifenomeno dalla
steatosi epatica e dell'incremento degli indici di flogosi [42].

Questo fattore di confondimento & stato fugato per la popolazione analizzata,
con il rilievo anche dei parametri antropometrici e della circonferenza vita, al
fine di escludere la presenza di adiposita viscerale. | principali indici di flogosi
(VES, PCR) sono risultati negativi in entrambi i gruppi analizzati, in quanto
parte dello screening preposto per la procedura della donazione di sangue.
La presenza delle sopracitate limitazioni, ad oggi non ha consentito di avere
una idea univoca dei meccanismi regolatori di FGF23.

Per quanto riguarda, le mutazioni del gene HFE riportate, queste erano in
linea con quelle attese e quelle riportate dai dati in letteratura [2].

Un aspetto innovativo di questo progetto & stata la valutazione di una
popolazione affetta da Emocromatosi in eta piu giovane rispetto a quella
analizzata finora in letteratura, dove le complicanze scheletriche in termini di

fratture avevano anche una base multifattoriale, secondaria ad esempio a
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complicanze, quali cirrosi epatica, diabete mellito ed ipogonadismo [14, 17,
18, 20].

Tali complicanze non erano presenti nella popolazione oggetto dello studio,
anche per la diagnosi precoce ed il trattamento tempestivo. Per quanto
riguarda l'ipogonadismo nella popolazione maschile & stato escluso sulla
base della valutazione anamnestica, negativa per alterazioni della libido

sessuale.

Come atteso, il gruppo HE mostrava parametri dell’assetto marziale indicativi
di un eccesso di ferro, statisticamente significativo rispetto alla popolazione di
controllo. Per quanto riguarda la rivalutazione dopo 7 giorni del gruppo HE, la
sideremia, la transferrina e quindi la TSAT risultavano ridotte
significativamente, mentre i livelli di ferritina non avevano una riduzione
significativa. Cio potrebbe essere correlato forse alla tempistica ravvicinata
scelta per la rivalutazione.

Infatti, per quanto riguarda la concentrazione della ferritina, essa si riduce
progressivamente con il susseguirsi delle donazioni, riflettendo il graduale
processo di decremento del contenuto totale dei depositi di ferro
nell’organismo. E’ stimato che una unita di emazie di circa 500 mL, contenga
circa 200-250 mg di ferro, percid nei pazienti con patologia avanzata e con
marcato sovraccarico di ferro, possono essere necessari diversi anni per
raggiungere livelli di ferritina ottimali [1].

E’ da sottolineare, che avendo riscontrato una variabilita all'interno del
gruppo tra i pazienti con HE, i parametri dell’assetto marziale sono stati
espressi in termini di mediana (Figura 5-6) e che il p-value tra le differenze
delle mediane € stato calcolato con il test di Wilcoxon.

Ad ogni modo, il riscontro di una correlazione statisticamente significativa

della sola porzione C-terminale con tutti i parametri dell’assetto marziale e
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per entrambe le popolazioni studiate al momento della rivalutazione (Tabella
6), conferma inequivocabilmente che in seguito ad una riduzione dell’assetto
marziale, si assiste ad un incremento della porzione C-terminale dellFGF23.
Tale comportamento consente di poter affermare che questo tipo di
modulazione si realizza ai fini del mantenimento dellomeostasi del
metabolismo dei fosfati, regolando negativamente un teorico incremento della
porzione intatta. Infatti, calcolando il rapporto tra la porzione intatta e la
porzione C-terminale (iIFGF23/cFGF23 ratio) € possibile osservare come
€SS0 rimanga costante.

Tuttavia, al progredire della riduzione dei parametri dell’assetto marziale, si
assiste invece ad un sostanziale incremento statisticamente significativo della
porzione C-Terminale del FGF23 (Figura 9, 10), che solo nel gruppo C1 € in
grado di alterare il rapporto iIFGF23/cFGF23 ratio, che consente tuttavia di
mantenere inalterati i livelli della porzione intatta di iIFGF23. Questo
fenomeno, inoltre, € in grado di non determinare alterazioni del metabolismo
dei fosfati (invariati rispetto al tempo 0) (Tabella 2).

Tuttavia, non € da escludere l'ipotesi che questo tipo di risposta omeostatica,
possa modificarsi nel corso della vita, in relazione a processi di
invecchiamento che coinvolgono anche la funzione osteocitaria [43, 44].

In condizioni fisiologiche, quindi parallelamente all'incremento dei livelli di
FGF23 a seguito di modifiche dellassetto marziale, si assiste alla sua
degradazione, che evita una alterazione del metabolismo dei fosfati.

Questo dato rappresenta una evoluzione in vivo rispetto alle premesse
teoriche e/o basate su modelli sperimentali di laboratorio.

Infatti, dagli studi iniziali di Wolf et al. si & giunti alla dimostrazione di come la
carenza di ferro sia in grado di stimolare la produzione di FGF23 [26, 45].
Successivamente fu dimostrato come in modelli murini, una parte della

produzione di FGF23 proveniva dalle cellule endoteliali che rivestono i

42



capillari fenestrati dei vasi del midollo osseo; cid si verificava in particolar
modo in situazioni di carenza marziale [46].

Quindi, si aggiungeva la nozione relativa alla possibilita di produzione
extrascheletrica di questa sostanza, confermata anche in una nostra
osservazione (produzione ectopica di FGF23 nel contesto delle neoplasie
prostatiche) [47].

Ad oggi i livelli di FGF23 possono essere determinati usando due differenti
assay, che misurano la porzione intatta (forma biologicamente attiva) e la
porzione C-terminale, che viene rilasciata a seguito dei processi di
degradazione della forma intatta o che puo anche corrispondere alla porzione
C-terminale della molecola attiva (Figura 4).

Pertanto, la determinazione della porzione C-terminale non & in grado di
discernere tra la forma attiva ed inattiva dell'ormone.

Tuttavia, combinando le due metodiche, € possibile determinare con
maggiore precisione la porzione di FGF23 inattivata.

Il rapporto di iIFGF23/cFGF23 potrebbe avere un ruolo utile come misura
surrogata per confrontare la frazione delle due forme di FGF23 circolanti
totali, in particolar modo in diversi contesti clinici peculiari.

Questo concetto era stato postulato nel passato, indicando alcune patologie
caratterizzate da uno specifico impairment della ratio tra forma intatta e C-
terminale (Figura 4), tuttavia risultava di difficile realizzazione perché le
metodiche in commercio esprimevano i livelli di FGF23 con unita differenti e
non convertibili tra loro, rappresentate da pg/ml e RU/mL, rispettivamente per
la forma intatta e C-terminale.

La recente introduzione di nuovi assay, in grado di valutare anche la porzione

C-terminale in pg/mL, potrebbe rendere effettivamente realizzabile il calcolo
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di una ratio tra le due componenti dellFGF23 in diverse condizioni
patologiche.

Nella realizzazione di questo progetto, per la prima volta viene effettuato tale
tipo di approccio in un modello in vivo, al fine di valutare indirettamente i

meccanismi di omeostasi.

In merito alla valutazione densitometrica, anche se i pazienti con
Emocromatosi avevano una riduzione di entita lieve della massa ossea
(BMD) rispetto al gruppo di controllo, non abbiamo rilevato differenze
significative nella BMD (Tabella 7). Ancora una volta [liniziale
compromissione va contestualizzata con una popolazione piu giovane
rispetto a quanto riportato in letteratura e che ha ricevuto una diagnosi
precoce di HE, seguita da un trattamento tempestivo.

Oltre al dato densitometrico, abbiamo deciso di valutare anche I'aspetto
morfometrico, poiché come & noto, molte fratture da fragilita, si verificano
anche nell’ambito dell’osteopenia e/o della normalita densitometrica [48].
Pertanto, abbiamo completato lo screening delle complicanze, mediante la
valutazione semiquantitativa del Vertebral Fracture Assessment (VFA), con la

tecnica Dual-Energy X-Ray Absorptiometry [49].

La VFA €& una nuova metodica che consente la diagnosi delle fratture
vertebrali da fragilita con una esposizione alle radiazioni molto piu bassa
rispetto alla radiologia convenzionale pari a circa 30 uSv. Cio & possibile
perché la VFA viene effettuata con i densitometri di ultima generazione, che
grazie ai recenti progressi della tecnologia assorbimetrica a doppia energia
(DXA) sono in grado di acquisire immagini in proiezione laterale della colonna
vertebrale con buona risoluzione spaziale per la diagnosi delle fratture
vertebrali.

Una volta acquisita l'immagine della colonna vertebrale, uno specifico

44



software consente di effettuare automaticamente la morfometria vertebrale
identificando in maniera oggettiva e con elevata sensibilita anche le fratture
vertebrali lievi. L’analisi morfometrica infatti ha evidenziato un numero di
deformita vertebrali di grado lieve secondo la classificazione di Genant,
maggiori rispetto al gruppo di controllo (Figura 11). Nello specifico con tale
metodica abbiamo rilevato un incremento delle fratture nel gruppo dei
pazienti con HE (20% vs 5%). Per il gruppo dei pazienti con HE, si
aggiungeva anche un’anamnesi positiva maggiore per fratture scheletriche
periferiche da fragilita, essenzialmente costituite dalle fratture di Colles (HE
19% vs C 5%).

Per quanto riguarda I'analisi della microarchitettura scheletrica rappresentata
dal TBS, non abbiamo riscontrato alcuna differenza tra i due gruppi (Tabella
7). E’ noto come il TBS sia in grado di implementare le informazioni ottenute
con [l'analisi densitometrica, definendo meglio aspetti relativi alla
microarchitettura scheletrica, soprattutto in forme secondarie di osteoporosi
[50]. In particolar modo si poteva teorizzare una correlazione di tale dato con
la ferritina, che meglio esprime i livelli di deposito di ferro tissutale. Tuttavia,
trattandosi di soggetti giovani con un adeguato trattamento di prevenzione, &
possibile che l'assenza di una correlazione possa risiedere in questa

premessa.

In merito all'utilizzo del TBS nellEmocromatosi, esiste ad oggi solo uno
studio, che ha utilizzato tale metodica in tale patologia. Gli Autori hanno
riscontrato una riduzione del TBS (1.29 = 0.03), rispetto ad una popolazione
di controllo (1.38 + 0.16) con una p = 0.04 [51].Tuttavia, la popolazione in
oggetto aveva un’eta media pari a 53 anni ed includeva 12 soggetti di sesso

femminile, verosimilmente in menopausa (dato non esplicitato nello studio).
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La compromissione della microarchitettura scheletrica é stata associata da
Rupp e coll. con i livelli circolanti di FGF23 in pazienti con osteoporosi, dato
che si confermava anche dopo aggiustamento per variabili confondenti [52,
53]

Pertanto, il riscontro di valori di FGF23 nella popolazione oggetto di questa

tesi, nel range di normalita & compatibile pertanto con questa ipotesi.

Recentemente Jandl N. M et al. hanno analizzato la microarchitettura
scheletrica dei pazienti affetti fa HE con la tomografia computerizzata
quantitativa periferica ad alta risoluzione (HR-pQCT), che consente di
ottenere notevoli informazioni sulla microarchitettura scheletrica anche con
una ricostruzione tridimensionale dellimmagine [19]. Lo studio é stato
eseguito tuttavia su una popolazione di piccole dimensioni (n = 10). Da tale
valutazione, é stata rilevata una riduzione dello spessore della corticale, ma
con valori della microarchitettura trabecolare (Tb.Th) nella norma. In questa

casistica & stato inoltre rilevata anche la presenza di fratture vertebrali (33%).

L’elevato riscontro di fratture vertebrali associate ad una riduzione dello
spessore corticale ma con microarchitettura trabecolare conservata,
potrebbe, per quanto riguarda la compromissione scheletrica, associare I'HE
con altre condizioni patologiche, come il diabete mellito [54].

Questo tipo di comparazione consentirebbe di spiegare I'elevata prevalenza
di fratture vertebrali, in un contesto di BMD compresa tra la normalita ed il
range di osteopenia.

Il dato relativo alle fratture vertebrali della casistica oggetto di questa tesi ha
tuttavia la peculiarita di essere composta da soggetti con eta piu giovane

rispetto a quella riportata in letteratura.
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/. CONCLUSIONI

Questo ¢ il primo studio in cui sia stato valutato 'FGF23 in un contesto clinico
caratterizzato dal sovraccarico di ferro geneticamente determinato.

Se da un lato le conoscenze su tale ormone si sono ampliate negli ultimi
anni, consentendo anche la sua determinazione plasmatica in Centri di terzo
livello specializzati nella gestione di patologie osteometaboliche, persistono
ancora dubbi di interpretazione dei livelli di questo ormone, per la
coesistenza di alcune variabili.

La nostra valutazione, effettuata in soggetti giovani e privi dei principali fattori
confondenti, potrebbe implementare le informazioni sulla fisiologia di FGF23
e della sua relazione con I'assetto marziale.

Abbiamo sottolineato I'importanza di valutare entrambe le componenti al fine
di ottenere informazioni esaustive della sua azione biologica, fondamentale
pertanto sarebbe anche la valutazione del rapporto iFGF23/cFGF23 ratio.

| dati rilevati consentono di affermare che 'FGF23 é influenzato dall’assetto
marziale e come questo eserciti un feedback sulla degradazione di FGF23.
Infatti, dal calcolo del rapporto tra la porzione intatta e la porzione C-
terminale (iIFGF23/cFGF23 ratio) € possibile osservare come esso rimanga
costante fintanto che non ci sia una marcata deplezione dei depositi di ferro.
E’ quindi possibile ipotizzare che l'incremento della clearance di questo
ormone, espresso dellincremento dei livelli di C-Terminale, esplichi un
feedback negativo sul teorico incremento della porzione biologicamente attiva
(IFGF23) a seguito di modifiche dell’assetto marziale. Questo meccanismo
verosimilmente consente di evitare una alterazione del metabolismo dei
fosfati, prevenendo condizioni di osteomalacia e di demineralizzazione

scheletrica.

47



In aggiunta €& stato effettuato un assessment della compromissione
scheletrica in una popolazione piu giovane rispetto a quella analizzata in
letteratura.

Il limite principale dello studio & la ridotta numerosita campionaria, che
potrebbe aver influito sul mancato raggiungimento della significativita di

alcuni parametri all’analisi statistica.
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