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A quale particolare problema si e rivolta la ricerca svolta?
Valutare il ruolo dell’insulina nella fisiologica soppressione postprandiale della ghrelina
nell'uomo

Qual era lo stato delle conoscenze precedentemente al vostro lavoro?

La ghrelina, ligando endogeno dei recettori GH secretagoghi (GHS-R) contribuisce, gra-
zie alla sua azione oressizzante, alla regolazione dell’assunzione del cibo e alla regolazio-
ne del bilancio energetico.

In soggetti normopeso, la ghrelinemia plasmatica aumenta progressivamente durante il
digiuno e raggiunge il nadir un’ora circa dopo l'assunzione di un pasto con un pattern
reciproco rispetto a quello dell’insulinemia.

Recenti dati dimostravano che la ghrelinemia si riduce dopo somministrazione orale o
endovenosa di glucosio. Tuttavia, non & noto se i nutrienti sopprimono la produzione
di ghrelina direttamente o indirettamente, per esempio mediante I'iperinsulinemia
postprandiale.

Sintesi dei risultati ottenuti

Abbiamo determinato la ghrelinemia plasmatica prima e durante I'assorbimento di un
pasto standard in sei pazienti diabetici di tipo 1 (3 M/3 F, eta 39 + 4 anni, BMI 22,9 + 0,9
kg/m?), C-peptide negativi, in tre condizioni sperimentali: pasto con regolare iniezione
preprandiale di insulina (MEAL + INS), pasto con sola insulinemia basale (dose endove-
nosa richiesta per mantenere I'euglicemia a digiuno) (MEAL + INS;,) e pasto senza insu-
lina (MEAL - INS).

| risultati di questo studio dimostrano che la soppressione postprandiale della ghrelina e
mediata dall’iperinsulinemia postprandiale e che la carenza assoluta di insulina previene
I'effetto inibitorio dei nutrienti sulla secrezione di ghrelina.

In che modo questi risultati hanno permesso di approfondire le conoscenze riguar-
do al problema iniziale?

E stato chiarito che I'insulina svolge un ruolo importante nel modulare la soppressione
della ghrelina postprandiale e quindi indirettamente il senso di sazieta. | nostri dati sug-
geriscono che l'iperfagia caratteristica del diabete di tipo 1 scompensato puo essere,
almeno in parte, causata dalla mancata soppressione postprandiale della ghrelinemia
dovuta alla severa carenza insulinica.

Quali sono le prospettive di ricerca ulteriore sull’argomento?

Valutare la ghrelinemia postprandiale nell’obesita in cui una ridotta soppressione causa-
ta dall'insulino-resistenza potrebbe contribuire all’incremento del peso riducendo la sen-
sazione di sazieta postprandiale.

Vi sono ricadute dei vostri risultati sulla pratica clinica quotidiana?
No, i dati presenti non hanno ricadute cliniche immediate.
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A quale particolare problema si é rivolta la ricerca svolta?

Possibile legame tra lo stress ossidativo e I'aumento dei livelli di apoptosi nelle cellule
endoteliali esposte ad alte concentrazioni di glucosio anche oscillanti e percorsi moleco-
lari responsabili.

Qual era lo stato delle conoscenze precedentemente al vostro lavoro?

Era gia noto: il coinvolgimento delle specie reattive dell’ossigeno (ROS) nella patogenesi delle
complicanze vascolari legate al diabete; che I'alto glucosio stimola la produzione di ROS attra-
verso |'attivazione della PKC; il ruolo del’NADPH-ossidasi quale produttore di anioni supe-
rossido; che I'alto glucosio oscillante € pit dannoso per le HUVEC dellalto glucosio stabile.
Sintesi dei risultati ottenuti

L'esposizione delle cellule endoteliali ad alto glucosio stabile e oscillante stimola la super-
produzione di specie reattive dell’ossigeno anche attraverso |attivazione dell’'NADPH-
ossidasi dipendente dalla PKC che porta a un aumento dell’apoptosi cellulare.

In che modo questi risultati hanno permesso di approfondire le conoscenze riguar-
do al problema iniziale?

| nostri dati suggeriscono che i radicali liberi prodotti dall’esposizione all’alto glucosio
attivano la PKC, che a sua volta attiva I'NADPH ossidasi, la quale produce anione supe-
rossido amplificando |'apoptosi nelle cellule endoteliali.

Quali sono le prospettive di ricerca ulteriore sull’argomento?

Approfondire le conoscenze sui meccanismi molecolari che portano dall’over-produzione
di radicali liberi all’attivazione di percorsi che portano all’apoptosi e al danno cellulare.

Vi sono ricadute dei vostri risultati sulla pratica clinica quotidiana?

Chiarire i meccanismi molecolari che portano al danno cellulare puo essere utile per tro-
vare dei farmaci capaci di ridurre gli effetti dei radicali liberi, come gli inibitori della PKC.

A quale particolare problema si e rivolta la ricerca svolta?

Identificare I'epitopo della Heat Shock Protein 60 (HSP60) piu frequentemente riconosciuto
dal siero di pazienti affetti da aterosclerosi dei vasi coronarici (CAD). Identificare il meccanismo
attraverso cui I'infezione da cytomegalovirus (CMV) & in grado di danneggiare I'endotelio.
Qual era lo stato delle conoscenze precedentemente al vostro lavoro?

Alcuni autori avevano riportato la correlazione fra presenza e titolo di anticorpi anti-
HSP60 e presenza e gravita dell’aterosclerosi. Il CMV era stato chiamato in causa nella
genesi dell’aterosclerosi per la sua capacita di infettare la cellula endoteliale e muscolare
liscia. Anticorpi anti-CMV correlano con la restenosi dopo posizionamento di “stent
coronarico” e con aterosclerosi dopo trapianto cardiaco.

Sintesi dei risultati ottenuti

Abbiamo identificato il peptide HSP60; s, ,4; come quello riconosciuto dalla maggioran-
za del siero dei pazienti studiati con CAD. Tale peptide presenta omologia di sequenza
con due proteine del CMV e con molecole di adesione espresse sulla membrana della cel-
lula endoteliale non stressata. Una volta che gli anticorpi anti HSP60; 55 ;43 riconoscono le
molecole di adesione sulla cellula endoteliale ne inducono I'apoptosi, considerato uno
degli eventi iniziali del processo aterosclerotico.

In che modo questi risultati hanno permesso di approfondire le conoscenze riguar-
do al problema iniziale?

L'infezione da CMV induce anticorpi in grado di cross-reagire con molecole di adesione
presenti sulla cellula endoteliale non stressata. L'espressione di HSP60 sulla superficie della
cellula stressata potrebbe fungere da meccanismo amplificatore il danno endoteliale.
Quali sono le prospettive di ricerca ulteriore sull’argomento?

Da una parte studiare la correlazione fra anticorpi anti-peptide HSP;s;4; € fattori di
rischio tradizionali in una casistica molto ampia di pazienti con CAD e dallaltra valutare
i meccanismi che stanno alla base del danno endoteliale indotto dagli anticorpi da noi
identificati studiando con il meccanismo del microarray quali geni vengono attivati dopo
il legame degli anticorpi con la cellula endoteliale.

Vi sono ricadute dei vostri risultati sulla pratica clinica quotidiana?

La messa a punto di un test che rilevi la presenza di anticorpi anti-CMV diretti contro i
peptidi derivati dalle due proteine virali UL122 e US28 e di anticorpi contro il peptide
HSP60; ;5 ,¢; potrebbe identificare soggetti a rischio di sviluppare aterosclerosi. La com-
prensione dei meccanismi iniziali permette di disegnare nuove strategie terapeutiche
che vanno oltre I'intervento di ridurre i danni metabolici.
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A quale particolare problema si € rivolta la ricerca svolta?
Nuove metodiche di immagine per lo studio dell’adiposita viscerale. Correlazione tra
parametri clinici e metabolici della sindrome metabolica e tessuto adiposo epicardico.

Qual era lo stato delle conoscenze precedentemente al vostro lavoro?
Un nostro precedente lavoro proponeva e validava la metodica dell’ecocardiografia
come tecnica di studio del grasso viscerale.

Sintesi dei risultati ottenuti

Il tessuto adiposo viscerale svolge un ruolo chiave nella sindrome metabolica. L'obiettivo
di questo studio era studiare il rapporto tra il tessuto adiposo epicardico dall’ecocardio-
grafia e i parametri antropometrici e clinici della sindrome metabolica. Abbiamo selezio-
nato 72 soggetti 46,5 = 17,4 anni, BMI compreso fra 22 e 47 kg/m?2. |l tessuto adiposo
epicardico dall’ecocardiografia ha mostrato una correlazione molto buona con il tessuto
viscerale addominale misurato con la risonanza magnetica. L'analisi di regressione mul-
tipla ha mostrato che la circonferenza della vita (r2 = 0,428; p = 0,01), la pressione san-
guigna diastolica (r2 = 0,387; p = 0,02) e I'insulina (r2 = 0,387; p = 0,03) erano le varia-
bili indipendenti piti fortemente correlate con il tessuto adiposo epicardico.

In che modo questi risultati hanno permesso di approfondire le conoscenze riguar-
do al problema iniziale?

Fornendo una metodica nuova e facilmente riproducibile.

Quali sono le prospettive di ricerca ulteriore sull’argomento?
Studiare le caratteristiche biomolecolari del tessuto adiposo epicardico umano.

Vi sono ricadute dei vostri risultati sulla pratica clinica quotidiana?
Il tessuto adiposo epicardico misurato con I'ecocardiografia puo essere applicato come
indicatore facile e riproducibile di grasso viscerale e di aumentato rischio cardiovascolare.

A quale particolare problema si e rivolta la ricerca svolta?

Si tratta di una sperimentazione clinica randomizzata con disegno fattoriale che valuta-
va |'efficacia dell’aspirina a basse dosi (100 mg/die) e della vitamina E (300 mg/die) per
la prevenzione primaria degli eventi cardiovascolari maggiori in pazienti con uno o piu
fattori di rischio cardiovascolare, fra cui il diabete.

Qual era lo stato delle conoscenze precedentemente al vostro lavoro?

L'uso dell’aspirina per la prevenzione degli eventi cardiovascolari nei soggetti con diabe-
te & raccomandato dalle linee guida esistenti, soprattutto come riflesso dei risultati otte-
nuti su altre categorie di pazienti ad alto rischio. Infatti, i dati disponibili specificamente
sui soggetti con diabete sono scarsi, e sembrano indicare un minor effetto protettivo del-
I'aspirina rispetto ad altre categorie di pazienti.

Sintesi dei risultati ottenuti

Complessivamente, nello studio sono stati arruolati 4495 soggetti, di cui 1031 affetti da
diabete. Dopo una mediana di follow-up di 3,7 anni, I'uso di aspirina nei soggetti senza
diabete ha ridotto in modo altamente significativo I'incidenza di eventi cardiovascolari
maggiori (riduzione del 41%) la mortalita per cause cardiovascolari (riduzione del 68%)
e la mortalita totale (31%). Al contrario, nei soggetti con diabete la riduzione degli even-
ti maggiori era del 10% e non raggiungeva la significativita statistica, mentre la mortali-
ta totale era piu alta del 23%, anche in questo caso senza raggiungere la significativita
statistica. L'uso di vitamina E non ha avuto nessun impatto, a prescindere dalla presenza
o meno di diabete.

In che modo questi risultati hanno permesso di approfondire le conoscenze riguar-
do al problema iniziale?

| dati dello studio sono coerenti con le poche evidenze disponibili, e indicano che il dia-
bete potrebbe rappresentare una condizione associata, in una percentuale ancora non
nota di casi, al fenomeno dell’aspirino-resistenza.

Quali sono le prospettive di ricerca ulteriore sull’argomento?

Sara di primaria importanza confermare i risultati di questo studio in altre sperimenta-
zioni di maggiori dimensioni. Inoltre, sara necessario approfondire la conoscenza dei
meccanismi alla base dell’aspirino-resistenza e verificare se effettivamente questo feno-
meno sia piu frequente fra i pazienti con diabete.

Vi sono ricadute dei vostri risultati sulla pratica clinica quotidiana?

Allo stato attuale delle conoscenze, sarebbe prematuro modificare la pratica clinica. Il meri-
to principale dello studio consiste nell’aver sollevato il problema, che andra ora valutato in
modo approfondito. Se i risultati verranno confermati, sara necessario adottare altre stra-
tegie per la prevenzione primaria degli eventi cardiovascolari nei soggetti con diabete.
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A quale particolare problema si € rivolta la ricerca svolta?
Valutare la funzionalita pancreatica endocrina e il metabolismo glucidico in un gruppo
di bambini trattati per leucemia linfoblastica acuta e off therapy da almeno due anni.

Qual era lo stato delle conoscenze precedentemente al vostro lavoro?

In letteratura sono state descritte alterazioni della funzionalita pancreatica solo durante la fase
acuta di trattamento. Al momento dello studio non esistevano studi di follow-up a lungo ter-
mine che potessero chiarire se tali alterazioni persistono nei soggetti trattati per LLA.

Sintesi dei risultati ottenuti

Abbiamo esaminato 32 bambini; tutti sono risultati IAA ed ICA negativi. 10 pazienti
hanno presentato entrambi i test nella norma (OGTT e IVGTT) (gruppo 1); 12 pazienti
hanno presentato OGTT normale e IVGTT alterato (gruppo 2); 10 pazienti hanno pre-
sentato entrambi i test alterati (OGTT e IVGTT) (guppo 3).

L'insulina a digiuno (4,65 [95% CI 1,1-8,1] p = 0,008), I'indice insuligenico (0,46 [0,02-
0,98] p = 0,03) e HOMA-B-cell function (80,1 [7,2-153] p = 0,02) sono risultati significati-
vamente ridotti nel gruppo 1 rispetto al gruppo 3. | pazienti del gruppo 3 inoltre sono risul-
tati essere quelli con il periodo piu breve di off therapy rispetto al gruppo 1 (2,5 [0,4-4,7]; p
=0,016). Non sono state riscontrate differenze significative tra i tre gruppi in termini di indi-
ci di insulino-resistenza. (HOMA-IR, rapporto tra glucosio e insulina basali) e di HbA, .

In che modo questi risultati hanno permesso di approfondire le conoscenze riguar-
do al problema iniziale?

| dati del nostro studio hanno permesso di documentare come il danno f-cellulare, che
si verifica durante il trattamento, persista anche dopo lo stop-therapy.

Quali sono le prospettive di ricerca ulteriore sull’argomento?

| risultati del nostro studio hanno evidenziato un danno nella funzionalita B-cellulare mag-
giore nei pazienti con un periodo piu breve di off-therapy, pit ridotto o assente nei soggetti
con un periodo pit lungo di off-therapy. Dati i risultati ottenuti & verosimile che il danno -
cellulare persista dopo la fase acuta di trattamento, ma sia reversibile. Stiamo pertanto pro-
seguendo gli studi di follow-up su questi pazienti allo scopo di verificare se tale ipotesi € reale.

Vi sono ricadute dei vostri risultati sulla pratica clinica quotidiana?
Alla luce di quanto emerso dal nostro studio sarebbe utile aggiungere ai regolari follow-
up effettuati da questi pazienti la valutazione della funzionalita delle B-cellule.

A quale particolare problema si e rivolta la ricerca svolta?

Valutare |'effetto della familiarita di primo grado per il diabete tipo 2 sulla conta leucoci-
taria, riconosciuto marker di aumentata morbilita e mortalita cardiovascolare, in donne
in eta fertile con normale tolleranza al glucosio e un ampio range di BMI.

Qual era lo stato delle conoscenze precedentemente al vostro lavoro?

E da tempo riconosciuto il ruolo centrale che I'inflammazione svolge nella fisiopatologia
dell’aterosclerosi e dell’insulino-resistenza. Peraltro, non era ancora noto se la predispo-
sizione genetica al diabete tipo 2 potesse influenzare il numero di globuli bianchi in
assenza di alterazioni della tolleranza al glucosio.

Sintesi dei risultati ottenuti

Il numero dei leucociti € risultato significativamente maggiore nei soggetti con familiari-
ta di primo grado per il diabete tipo 2 e ha presentato un‘associazione indipendente con
I'eta, la pressione arteriosa sistolica e I'insulino-resistenza negli individui con familiarita
diabetica e con I'eta, I'adiposita totale e i trigliceridi in quelli senza familiarita diabetica.

In che modo questi risultati hanno permesso di approfondire le conoscenze riguar-
do al problema iniziale?

Questo studio dimostra che la conta leucocitaria e significativamente aumentata in
donne adulte con predisposizione genetica per il diabete tipo 2 e i suoi principali deter-
minanti sono I'insulino-resistenza in presenza di familiarita di primo grado per il diabete
tipo 2 e I'adiposita totale nei soggetti senza storia familiare per diabete tipo 2.

Quali sono le prospettive di ricerca ulteriore sull’argomento?

Verificare quali siano i meccanismi fisiopatologici responsabili del maggior rischio car-
diovascolare associato alla familiarita per il diabete tipo 2.

Vi sono ricadute dei vostri risultati sulla pratica clinica quotidiana?

Tale studio, insieme con altri, suggerisce la necessita di monitorare con attenzione i sog-
getti con storia familiare per il diabete tipo 2, in quanto questi, anche in assenza di alte-
razioni della tolleranza al glucosio, comunque sono piu esposti al processo di ateroge-
nesi e mostrano un‘associazione tra diversi fattori di rischio cardiovascolare.
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A quale particolare problema si € rivolta la ricerca svolta?

Comprendere i meccanismi molecolari che giustificano un’alterata vasodilatazione
endotelio-mediata negli stati di insulino-resistenza e il possibile ruolo della variante
G972R di IRS-1 (substrato recettore insulina-1), presente nel 7-8% della popolazione.

Qual era lo stato delle conoscenze precedentemente al vostro lavoro?

Mediante studi su topi KO per IRS-1 ¢ stata evidenziata I'importanza di IRS-1 nella fun-
zione endoteliale: in sua assenza i topi sviluppano insulino-resistenza. L'effetto della
variante G972R di IRS-1 & noto su uno dei primi step della via di segnale insulinico (PI3K)
che porta alla sintesi di ossido di azoto (NO). Il nostro studio ha lo scopo di dimostrare
che la variante G972R possa influenzare I'intera via di segnale e la sintesi di NO.

Sintesi dei risultati ottenuti

Abbiamo dimostrato che la produzione di NO stimolata da insulina € significativamente
ridotta nelle cellule mutate (HUVEC-G972R) rispetto ai controlli (HUVEC-WT). A cio cor-
risponde una diminuita attivazione delle vie di segnale che portano al funzionamento
dell’enzima eNOS, responsabile della sintesi di NO.

In che modo questi risultati hanno permesso di approfondire le conoscenze riguar-
do al problema iniziale?

Il nostro lavoro, dimostrando che la variante G972R di IRS-1 altera selettivamente il
segnale insulinico che conduce alla sintesi di NO e non influenza le vie chinasiche desti-
nate all‘attivazione dei meccanismi pro-aterogenici, completa le attuali conoscenze e
supporta la recente ipotesi di insulino-resistenza selettiva.

Quali sono le prospettive di ricerca ulteriore sull’argomento?
Dimostrare sull’'uomo analoghi meccanismi che permettano di confermare |'osservazio-
ne e di rafforzare, inoltre, l'ipotesi di insulino-resistenza selettiva.

Vi sono ricadute dei vostri risultati sulla pratica clinica quotidiana?
Attualmente non sono ipotizzabili ricadute nella pratica clinica.

A quale particolare problema si e rivolta la ricerca svolta?
La ricerca si e rivolta allo studio della risposta degli ormoni controregolatori e dei sinto-
mi all'ipoglicemia insulinica nello stato postprandiale nell'uomo.

Qual era lo stato delle conoscenze precedentemente al vostro lavoro?

La risposta degli ormoni controregolatori e dei sintomi all’ipoglicemia insulinica sono
spesso alterate nei pazienti con diabete mellito di tipo 1 (DM T1). In particolare, la rispo-
sta di glucagone all’'ipoglicemia insulinica € notevolmente ridotta o addirittura assente
dopo pochi anni di malattia. Queste risposte ridotte aumentano il rischio di ipoglicemia
nei pazienti in terapia insulinica intensiva. L'obiettivo della ricerca & stato quello di stabi-
lire se la risposta di glucagone all’ipoglicemia insulinica, che € ridotta e/o assente a digiu-
no, si normalizzi nello stato postprandiale.

Sintesi dei risultati ottenuti

Nel DM T1 e nei soggetti normali, la risposta di glucagone all'ipoglicemia insulinica
aumenta nello stato postprandiale rispetto al digiuno. E possibile che questo risultato
dipenda dall’azione stimolatoria che gli aminoacidi del pasto esercitano sulla cellula a del
pancreas, sebbene sia possibile esserci un contributo da parte della risposta di adrenali-
na che risulta aumentata dopo il pasto.

In che modo questi risultati hanno permesso di approfondire le conoscenze riguar-
do al problema iniziale?

Il pasto determina I'aumento della risposta degli ormoni controregolatori, inclusa la
risposta di glucagone, all’ipoglicemia insulinica che & assente a digiuno.

Quali sono le prospettive di ricerca ulteriore sull’argomento?

Studi specifici sono necessari per stabilire il possibile ruolo stimolatorio dell’aumento pla-
smatico degli aminoacidi sulla cellula a pancreatica all’ipoglicemia al di fuori dello stato
postprandiale.

Vi sono ricadute dei vostri risultati sulla pratica clinica quotidiana?

Lo stato postprandiale aumenta le difese contro l'ipoglicemia non solo a causa dellas-
sorbimento degli zuccheri alimentari, ma anche per una maggiore risposta degli ormo-
ni controregolatori.
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