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Il Dott. Francesco Paneni, durante il corso di Datto in Medicina Sperimentale, ha svolto
la sua attivita di ricerca presso i laboratori @gbartimento di Medicina Clinica e Molecolare,
Sapienza Universita di Roma, presso il Cardiologg €ardiovascular Research dell'Universita di
Zurigo e presso il Department of Medicine, KardliasJniversity Hospital di Stoccolma, sotto la
supervisione del Prof. Francesco Cosentino.

Nel corso del Dottorato, il Dott. Paneni si & quato di valutare se I'attivazione di p88
indotta dall'iperglicemia, persista nonostante sgstva normalizzazione dei livelli di glucosio,
contribuendo cosi ad una continua produzione dicaéidliberi e quindi alla progressione delle
complicanze vascolari diabetiche.

L’iperglicemia rappresenta un modulatore chiaved##ino vascolare nel diabete. Tuttavia,
nonostante i progressi nello sviluppo di agentglpemizzanti estremamente efficaci, negli ultimi
anni grandi trial clinici di intervento hanno craanente dimostrato come I'attuazione di una terapia
ipoglicemizzante intensiva non si associ ad unazi@he significativa degli eventi cardiovascolari
nella popolazione diabetica. In questi studi itteaento insulinico o con ipoglicemizzanti orali &
stato attuato in soggetti con una durata media chedllattia diabetica variabile da 8 a 11 anni. Tale
osservazione suggerisce che uno stato iperglicediitianga durata € in grado di determinare un
danno vascolare il quale si protrae nonostantecangleta normalizzazione dei livelli di glicemia.
Negli ultimi anni é stato infatti coniato il tern@n“memoria iperglicemica” nel tentativo di
descrivere la persistenza di effetti deleteri legliperglicemia anche in presenza di un ottimale
controllo glicemico. Studi recenti dimostrano cotake fenomeno risulti mediato da un accumulo
di specie reattive dell'ossigeno (ROS) nella paretscolare. Infatti, € noto come l'iperglicemia
determini una significativa produzione di ROS aelie mitocondriale e come questo sia
responsabile di disfunzione endoteliale e apoptediulare. Tuttavia, i meccanismi molecolari
responsabili della memoria iperglicemica non sammea stati identificati.

Un importante mediatore della risposta cellulate siress ossidativo di recente caratterizzazione e
rappresentato dalla proteina mitocondriale366tudi sperimentali hanno infatti dimostrato come
la delezione genica di p8 (p66°"") comporti un’aumentata resistenza allo stressdatgo, un
prolungamento dell'aspettativa di vita e una nokevaeduzione dello sviluppo di aterosclerosi
durante dieta iperlipidica. Tutte queste condiziondicano che la p68° gioca un ruolo
determinante nei processi di invecchiamento e nekldattie degenerative ad esso correlate. A
conferma di cid, topi anziani p88” risultano protetti dalla disfunzione endoteliales@sata



all'invecchiamento presentando una risposta di didet@zione endotelio-dipendente normale
rispetto ai controllinild type di pari etd. Questi dati indicano chiaramente ehe@6"™ rappresenta
una componente critica dello stato ossidativo tku Sebbene il ruolo di p8 rimane ancora in
larga parte poco definito, tale adattatore protegstremamente sensibilepmtenziale redox della
cellula, in condizioni di stress cellulare appagsponsabile dell’ossidazione del citocrompella
catena respiratoria mitocondriale con conseguerdgdugione di ROS e induzione di fenomeni
proapoptotici. Risulta chiaro come la p8%possa svolgere un ruolo chiave nello stress d$side
quindi nella patogenesi della malattia cardioveam®ol A questo riguardo, uno studio in vivo ha
dimostrato un aumento dell'espressione diB&&i monociti circolanti di pazienti diabetici edal
aumento correla positivamente con elevati livelasmatici di isoprostano, marcatore di stress
ossidativo. Al contrario, abbiamo recentementertgio che la delezione di p88in un modello
sperimentale di diabete mellito & protettiva nenfoonti dello stress ossidativo e del danno
endoteliale indotto dall’iperglicemia.

Nell’ambito di questo progetto di ricerca il DoRaneni si € proposto di investigare alcuni aspetti
specifici. In particolare, si & interessato di vate se lattivazione depathway PKCB-p66°™
secondaria all'iperglicemia persista, nonostantanatizzazione dei livelli di glucosio in cellule
endoteliali di aorta umanagi studiare i meccanismi molecolari alla base di tEromeno
(regolazione epigenetica della trascrizione dif66nodificazioni post-translazionali); di valutare
se linibizione specifica di talgathway (farmacologica e mediante siRNA) sia in grado di
ripristinare 'omeostasi vascolare con conseguahtdizione dei livelli di stress ossidativo e quind
della memoria iperglicemicai studiare il fenomeno della memoria iperglicemicaun modello
sperimentale di diabete e valutare se il silenzigmén vivo della proteina p68< insieme al
controllo glicemico, sia in grado di normalizzardivielli di ROS e di ripristinare la funzione
endoteliale rispetto alla sola correzione dell’'gieemia.

| dati ottenuti dimostrano chiaramente che il p&th\)?KCB-pGGShC gioca un ruolo cruciale nel
fenomeno della memoria iperglicemica. Infatti, larmalizzazione dei livelli di glucosio non ha
modificato l'attivazione di tale pathway in celludndoteliali umane precedentemente esposte ad
elevate concentrazioni di glucosio. Inoltre, I'iziilone farmacologica e mediante siRNA di PKE
p66°"° effettuata al momento della normalizzazione dekagio, & risultata associata ad una
marcata riduzione dei livelli di ROS e della moctdlulare. Al contrario, la sola normalizzazione
delle concentrazioni di glucosio non e stata irdgrdi ripristinare una normale omeostasi cellulare.
Tale fenomeno e stato confermato anche in un nwdalerimentale di diabete indotto da
streptozotocina. Il trattamento dell'iperglicemiadmante insulina, effettuato dopo 3 settimane di
diabete, e risultato associato ad una marcataspemgza di disfunzione vascolare, accumulo di
radicali liberi e persistente attivazione del pagwPK@B-p66 ™ nonostante 3 settimane di
normalizzazione della glicemia. dilencing in vivo della proteina p6%° ha consentito, inoltre, di
confermare il ruolo chiave di tale proteina mitodoale nella patogenesi della memoria
iperglicemica. Infatti, il silenziamento in vivo g66°™ ottenuto dopo iniezione i.v di un preparato
liposolubile contenente un siRNA specifico, ha détnato di normalizzare i livelli di stress
ossidativo e ristorare la disfunzione endoteliagpetto alla sola normalizzazione della glicemia
ottenuta mediante somministrazione di insulina.l'&labito della presente ricerca sono stati
studiati i meccanismi alla base della memoria ileggiica. In particolare, e stato dimostrato che
l'iperglicemia é in grado di indurre modificazioapigenetiche a carico del promotore del gene
p66°"¢ quali ridotta metilazione del DNA e aumentata tiéasone dell'istone 3 (H3). Tali
alterazioni epigenetiche sembrerebbero responseblla persistente up-regolazione di P&6
nonostante successiva normalizzazione della gleemi
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