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| Ricercatori afferenti al BRMA svolgono la lordtigita in diversi settori delle bioscienze di base
delle biotecnologie applicate alla cura delle medadd alla salute dell'uomo.

Nel BRMA e operativa una piattaforma scientificaftelogica dedicata allo studio ed all’analisi
dell’'espressione e della funzione genica in condiznormali e patologiche in tessuti e sistemi
cellulari isolati ed allo studio di sistemi protedomplessi con approccio di proteomica funzionale.
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L'attivita di ricerca del Centro di Biotecnologierda Ricerca Medica Applicata & prevalentemente
dedicata allo studio dei meccanismi molecolari oespbili delle funzioni cellulari e delle
condizioni patologiche mediante strategie sperialeiterdisciplinari innovative, quali I'analisi
genomica, genomica funzionale e proteomica, I'andlisistemi biologici complessi e lo sviluppo
di piattaforme bio-informatiche adeguate. L'atwiti ricerca del BRMA si sviluppa in diverse aree
tematiche, tutte riconducibili alla tutela dellduta umana.

Il Centro svolge inoltre un ruolo di coordinamemtkelle attivita di formazione che si svolgono al
suo interno, in cooperazione con i Dipartimentiiedorsi di Laurea, curando in particolare gli
aspetti didattici correlati e coerenti con gli dbie istituzionali del centro stesso: lo sviluppella
ricerca biotecnologica finalizzata alla cura detflelattie ed alla tutela della salute dell’'uomo.

Nel corso del 2010 il centro ha svolto attivita’dromozione della conoscenza in campo
Biotecnologico a livello divulgativo.

Nell’ambito della notte dei ricercatori il BRMA haroposto ai visitatori dei Dipartimenti Medici in
Novara un percorso scientifico-didattico con dimasbni pratiche di alcune applicazioni di
tecnologie avanzate allo studio di malattie gehetiwirali e vascolari.

Il Centro e’ inoltre stato promotore dell’organiz&ane di alcuni Seminari rivolti agli studenti dei
Dottorati dei due Dipartimenti medici.

| principali risultati del lavoro dei membri del G0, cosi’ come le collaborazioni scientifiche in
atto hanno portato, nel 2010, alla pubblicazion&29 lavori scientifici, per la maggior parte su

riviste internazionali indicizzate. Informazionitthgliate al riguardo sono riportate negli allegati
alla presente relazione.

Il Direttore

Prof Fabiola Sinigaglia
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Allegato 1

Fabiola SINIGAGLIA

Principali risultati dell’attivita di ricerca

Effetti dell’8-prenilnaringerina sulla funzionalita piastrinica

| fitoestrogeni sono composti polifenolici in gradd mimare dal punto di vista strutturale e
funzionale gli estrogeni endogeni, che portanomaddotto rischio di patologie cardiovascolari.
Abbiamo focalizzato la nostra attenzione sull'8splearingenina (8-PN), un potente
fitoestrogeno contenuto nel fiore del luppolo camaffinita di legame per i recettori degli
estrogeni molto maggiore rispetto a quella di ditoestrogeni. In questo contesto abbiamo
pensato di studiare come I'8-prenilnaringeninarirgaga sulla funzionalita piastrinica con lo
scopo di caratterizzare le vie di trasduzione dghale modulate dall’8-PN in piastrine umane.

| nostri dati hanno dimostrato che I'8-PN & un nu@etente inibitore dell'aggregazione indotta
da diversi agonisti forti e dell'adesione piastaia matrici di collagene indipendentemente dal
legame al recettore degli estrogeni. Esso agisbendo la fosforilazione di proteine essenziali
per I'attivazione piastrinica e la successiva saoree del contenuto dei granuli densi e il rilascio
di calcio dal sistema tubulare denso.

Effetti del deidroepiandrosterone sulla funzionali& piastrinica

Il deidroepiandrosterone (DHEA) e la sua forma aalf (DHEA-S) sono due important
precursori degli ormoni steroidei. Diversi studin@di e di popolazione suggeriscono che tali
steroidi possono giocare un ruolo importante nptlevenzione di patologie cardiovascolari e
dell’aterosclerosi. E stato riportato che il DHEAre grado di stimolare il rilascio di ossido
nitrico dale cellule endoteliali, diminuendo quindi risposta piastrinica a diversi agonisti. In
guesto contesto siamo andati ad indagare quakefgtto diretto di tali molecole su piastrine
umane.

| nostri dati hanno dimostrato che il DHEA-S, mannib DHEA, € in grado di inibire
I'aggregazione piastrinica indotta da diversi agbrfiorti, agendo sinergicamente con l'ossido
nitrico. Inoltre il DHEA-S é in grado di inibire l&osforilazione di proteine essenziali per
I'attivazione piastrinica e la successiva secrezidel contenuto dei granuli.

Ruolo della metabolizzazione del 2-arachidonoilglerolo nell’aggregazione piastrinica

Il 2-arachidonoilglicerolo € un endocannabinoidegiado di indurre aggregazione piastrinica
dipendente dalla produzione di trombossano A2 egpandentemente dal legame ai recettori
degli endocannabinoidi. E stato infatti dimostratbe il 2-AG & metabolizzato dalla
monoacilglicerololipasi, dall'idrolasi degli acidgrassi e dalla ciclossigenasi-2 ad acido
arachidonico che é poi convertito in trombossanmae piastrine. In questo contesto abbiamo
valutato il ruolo degli enzimi coinvolti nella mékalizzazione del 2-AG sull’aggregazione
piastrinica.

| nostri dati hanno mostrato che bloccando taliranfaggregazione indotta dal 2-AG e solo
ritardata ma non inibita. In letteratura € inoltigortato che il 2-AG pu0 isomerizzare a 1-AG,
che a sua volta viene metabolizzato dagli stessihm@mesponsabili della metabolizzazione del 2-
AG. | nostri risultati hanno dimostrato che ancHeAG puo indurre aggregazione piastrinica
trombossano A2-dipendente. Bloccando gli enzimineoltinella degradazione dell'l-AG i
nostri dati hanno mostrato un’inibizione dell'agggeione 1-AG dipendente.

Ruolo degli endocannabinoidi nel differenziamento mgacariocitario

Recenti evidenze scientifiche suggeriscono cheegliocannabinoidi, una nuova classe di
mediatori lipidici, giocano un ruolo importante nelodulare il differenziamento cellular.
Tuttavia nessuno studio € andato a valutare ibrdelgli endocannabinoidi nel differenziamento



megacariocitario. A tale scopo cellule staminalaéspoietiche isolate dal midollo osseo di tibia
e femore murini sono state indotte a differenziemeso la linea megacariocitaria.

| dati ottenuti hanno dimostrato che I'espressiodel CB1, uno dei recettori degli
endocannabinoidi, aumenta in modo progressivo ®@fi&igtivo durante la megacariocitopoiesi.
Il successivo trattamento metanandamide, un agomist CB1, & in grado di aumentare il
numero di cellule mature.

Ruolo delle diacilglicerolo chinasi nella megacaricitopoiesi e nella funzionalita piastrinica

Le diacilglicerolo chinasi (DGKs) fosforilano ilaltilglicerolo (DG), con la formazione di acido
fosfatidico (PA), regolando quindi i livelli e leegnalazione mediata da DG e PA. Nessuno
studio tuttavia & andato a valutare come avvengadalazione dell’espressione delle isoforme
di DGK durante il differenziamento megacariocitaria partire da cellule staminali
ematopoietiche, nelle piastrine.

In questo contesto per valutare il ruolo di DGKFkalpnella megacariocitopoiesi abbiamo
confrontato il potenziale differenziativo di ceBustaminali ematopoietiche isolate da topi wild-
type e knock-out per DGK-alpha. | nostri dati hanmwstrato che le cellule staminali
ematopoietiche KO per DGK-alpha sono in grado dnegare un maggior numero di
megacariociti mature, con un livello di ploidia ieedpressione del CD41 maggiore rispetto alle
cellule WT. Inoltre i nostri risultati hanno dimosto che la formazione delle piastrine, dopo
trombocitopenia immuno-indotta, € piu rapida ngi 6O rispetto ai topi WT e che le piastrine
dei topi KO sono piu responsive all’aggregaziordoita da agonisti forti.

Ruolo degli estrogeni nel differenziamento megacascitario

Un numero sempre crescente di evidenze indicanagytlemoni sessuali possono giocare un
ruolo importante durante la megacariocitopoiediattn & stato dimostrato che I'estrogeno puo
essere sintetizzato durante il differenziamento anagocitario, portando ad un aumento del
numero di propiastrine formate. Inoltre & statoorigto che I'espressione dei recettori classi
degli estrogeni, ER e ER3, € modulata durante il differenziamento megacéddo. In
letteratura e riportato che gli estrogeni possamuire effetti rapidi non genomici grazie al
legame ad un nuovo recettore per gli estrogenidariini transmembrana, il GPER. In questo
contesto siamo andati a valutare I'espressionealdi tecettore durante il differenziamento
megacariocitario a partire da cellule staminali txpaietiche estratte da sangue di cordone
ombelicale.

| nostri dati hanno mostrato che I'espressione GIBER diminuisce drasticamente durante il
differenziamento megacariocitario e non € piu Hlgile nei megacariociti maturi.

Collaborazioni in atto

Avigliano L. Department of Experimental MedicinedaBiochemical Sciences, University of
Rome Tor Vergata, Rome, Italy

Balduini A. Department of Biochemistry, University Pavia - IRCCS Policlinico San Matteo
Foundation, Pavia, Italy

Maccarrone M. Department of Biomedical Sciencesy&isity of Teramo, Teramo, Italy

O’Donnell V.B. Department of Medical Biochemistrych Immunology, School of Medicine,
Cardiff University, Cardiff CF14 4XN, U.K.

Torti M. Department of Biochemistry, University Bavia, via Bassi 21, 27100 Pavia, Italy
Zhong X Division of Pediatric Allergy & ImmunologyDuke University Medical Center,
Durham, NC 27710



Chiarella BOZZ0O

Principali risultati dell'attivita di ricerca

* Ruolo degli estrogeni nella Malattia di Alzheimer
Il peptide beta-amiloide (betaAP) induce apoptdsi éown-regulation dell’integrina alfal/betal
in cellule neuronali, indicando una relationship ta neurotossicita indotta da betaAP e la
modulazione dell’ espressione delle integrine. Uad@guato controllo del ciclo cellulare puo
contribuire alla morte neuronale in AD. BetaAP gianle cellule neuronali ad entrare nel ciclo
cellulare, che resta perd incompleto e non termioa la mitosi. | dati ottenuti “in
vitro”suggeriscono che gli estrogeni proteggonadéule neuronali dalla neurotossicita causata
dal betaAP ristabilendo il controllo dell’espresgodell’integrina alphal/betal e del ciclo
cellulare. La fosfatidilinositolo 3-kinasi sembrassere il principale bersaglio effettore

dell*azione protettiva degli estrogeni.

» Studi del meccanismo d’azione del mycolactone, urtassina prodotta dal Mycobacterium
ulcerans
La patogenicita del Mycobacterium ulcerans, I'agedella patologia tropicale "Ulcera del
Buruli" (BU), & causata all effetto citotossico ldekua esotossina, il mycolactone. Poiche
I'epidermide rappresenta una barriera nei confrdntigenti infettivi presenti nel’ambiente e
un apoptosi bilanciata ha un ruolo fondamentald arakostasi epidermica, abbiamo studiato
I'azione apoptotica del mycolactone A/B su due pemioni di cheratinociti umani, cellule
staminali (KSC) e "transit amplifying cells" (TA@)su una linea di cheratinociti umani, HaCaT.
| risultati suggeriscono che i cheratinociti soetetivamenti suscettibili all’apoptosi indotta dal
mycolactone e questo danno contribuisce all ingargelelle lesioni tipiche riscontrate in BU.

|l rilascio selettivo di citochine, chemochine e t#ori di crescita da parte di frammenti di
cute (“minced skin”) coltivati in vitro spiega | efficacia della tecnica del “minced
micrografts” nella terapia delle ulcere cutanee
Recentemente e stata utilizzata una nuova tecrnécacprare le ulcere croniche, chiamata
“minced micrografts” che si € rivelata efficace ecp invasiva. In questo studio, abbiamo
valutato "in vitro" il rilascio di citochine chembine e fattori di crescita sia da parte di
frammenti di cute prelevati con biopsia da un doratsano, che sono stati finementi
frammentati (“minced sample”) che da parte di ump@ne di cute non frammemmtata,
prelevato dallo stesso donatore (“entire sampldél’)‘minced samples”, che pu0 essere
paragonato al “minced micrografts” utilizzato “inve”, produce e rilascia concentrazioni
maggiori di TNFe, IL-10, PDGF e bFGF, ma livelli piu bassi di IL-6, VEQRCP-1 and GRO-

a dell “entire samples”. In conclusione, la framnsane “mincing” di cute sana sembra
favorire la corretta regolazione della fase infiamtonia ed indurre la sovraespressione di alcuni
fattori di crescita che sono coinvolti nella ripsome delle ulcere.

Collaborazioni in atto

 Pamela L.C. Small (Department of Microbiology, Usisity of Tennessee, Knoxville,
Tennessee 37996-0845, USA)



Gianluca GAIDANO

Principali risultati dell'attivita di ricerca

» Costruzione di un algoritmo clinico-molecolare gdar gestione clinica e prognostica della
sindrome di Richter

 Identificazione di predittori farmacogenetici pdinfomi aggressivi

 Identificazione di marcatori molecolari predittofi trasformazione da leucemia linfatica cronica
a linfoma aggressivo

+ Identificazione di alterazioni molecolari di NFkBroe pathway patogenetico predominante nel
linfoma marginale splenico

Collaborazioni in atto

 Institute of Cancer Genetics, Columbia UniveraNgw York, USA
» Department of Pathology, University of WisconsirgAJ

* |0SI, Bellinzona, CH

» University of Thessaloniki, Greece

» Ematologia, Universita degli Studi di Siena

« Ematologia, Universita La Sapienza, Roma

* Ematologia, INRCCS-CRO, Aviano

» Ematopatologia, Universita degli Studi di Bologna

* HUGEF, Universita di Torino



Ciro ISIDORO

Argomenti di ricerca

Biogenesi e funzione dei Lisosomi e degli orgalisdisoma-simili.

Biogenesi delle catepsine lisosomiche: meccanismlecolari di indirizzamento (targeting),
trasduzione del segnale e traffico interorganellémr@sporto recettore-dipendente e recettore-
indipendente.

Ruolo dei lisosomi nelle morti cellulari programiat

Regolazione e ruolo del turnover macromolecolatefagia-mediato nel cancro (chemioresistenza
e citotossicita dei farmaci anti-tumorali) e netalattie neurodegenerative (es. Sclerosi Laterale
Amiotrofica, Diabete Insipido Neurolpofisiario, Mdlia di Parkinson).

Approccio genomico e proteomico-funzionale per efitificazione di molecole regolatrici la
funzione autofagico-lisosomica e per l'identificaze dei substrati della catepsina D.
Nanobiotecnologie e imaging cellulare e molecaiagatologie umane.

Principali risultati della ricerca

La proteasi lisosomica Catepsina D (CD) é implicat controllo dell'omeostasi cellulare e

tissutale in quanto coinvolta nei processi protewlassociati ad autofagia e apoptosi.

La CD svolge molteplici attivita all'interno dellzellula (nei lisosomi, e in particolari circostanze
anche nel citoplasma), ma anche nello spazio ettudare. Queste attivita includono la parziale
proteolisi e conseguente attivazione di proteirgnake (enzimi, pro-fattori di crescita, pro-ormoni,

etc), la estensiva degradazione di proteine (e djjuinattivazione di proteine segnale), la

degradazione di proteine della matrice extracekulzon liberazione di fattori di crescita. La CD

quindi puo essere implicata in numerose patolagikige il cancro e le malattie neurodegenerative.

» Autofagia e proteolisi Catepsina D-mediata nei tumo

La relazione tra CD e patogenesi e progressiontudw®iri € stata discussa nell’articolo-rassegna
pubblicato sulla rivista“Cancer Biomarkerdifotra et al., 2010].

Nell'articolo pubblicato sulla rivista “Disease Mars” [Nicotra et al., 2010] si sottolinea il
valore diagnostico e prognostico dell’espression€€d nella patogenesi e progressione dei
Linfomi non-Hodgkin (NHLs). | dati ottenuti dallacerca pubblicata su “Disease Markers”
[Nicotra et al., 2010] indicano che la presenza di un’elevata perceatdalpositivita per CD
(implicata nellomeostasi del tessuto linfatico)llaecellule tumorali si riflette negativamente
sulla progressione dei NHLs e quindi nel decorguad della malattia.

Abbiamo inoltre studiato la regolazione dell’autptanella progressione e nella risposta alla
chemioterapia in biopsie di pazienti portatori dHIN. Abbiamo studiato I'espressione
funzionale dell’loncosoppressore Beclin-1 nella pesgione e nella risposta ai trattamenti
terapeutici nei NHLs. Beclin;Jattraverso l'interazione con Bcl-2 o PI3K-IlI, g I'apoptosi e
I'autofagia, due processi cruciali per 'omeost@ai tessuto linfatico. L'espressione di Beclin-1
e stata dimostrata essere evolutivamente regokitdinfociti T e B. Abbiamo analizzato la
potenziale correlazione tra I'autofagia Beclin-lehiaga e I'evoluzione dei linfomi maligni in
risposta alla terapia mediante curve di sopravdaglaplan-Meier. Inoltre, abbiamo analizzato
a livello molecolare le interazioni tra beclin-1bel-2 e verificato la effettiva presenza di
autofagia nelle cellule tumorali.



| dati pubblicati su “Modern Pathology'Nicotra et al., 2010] indicano che i NHLs con
autofagia up-regolata sono piu sensibili alla cletenapia e che, quidni, 'espressione di beclin-
1 essere pud rappresentare un prezioso fattorengstigo indipendente in questo gruppo
eterogeneo di tumori.

In collaborazione con il gruppo di ricerca dellafssa T. Lah (Slovenia) abbiamo studiato il
ruolo delle catepsine lisosomiche L e B (CL, CBjledl'autofagia in cellule di glioblastoma
umano trattate con il chemioterapico,@s (triossido di arsenico). Nell'articolo pubblicagalla
rivista “Biol Chem” [Pucer et al., 2010] si dimostra che la tossicita dell’A3; é I'effetto di una
complessa interazione tra autofagia e apoptodie(feadi finali sono coinvolte esclusivamente le
caspasi) ed e associata ad inibizione della CBieequesta tossicita € altamente aggravata dalla
contemporanea inibizione di CL. Questa sinergiarghfite essere utilizzata nel trattamento
clinico di glioblastomi al fine di abbassare la elésrapeutica, evitando cosi gli effetti collateral
tossici di AsOs.

» Stress ossidativo, Autofagia e Apoptokiautofagia & un processo di degradazione lisosamic
di macroaggregati molecolari, di membrane biologieh di interi organelli (es. mitocondri)
danneggiati dallo stress ossidativo, e pertanttgevon importante ruolo di ‘clearance’ (pulizia)
nella cellula. Il ruolo protettivo o letale dellitofagia, innescata dallo stress ossidativo & stato
analizzato in due modelli sperimentali.

Cellule dopaminergiche di neuroblastoma umancati@iton perossido di idrogenox(®3), una
specie radicalica estremamente reattivae  prodottanalmente in seguito all'attivita
mitocondriale ma anche in condizioni di stress inelieo.

Nell'articolo pubblicato sulla rivista “Toxicologit Sciences” Cagtino et al., 2010] si dimostra

il ruolo centrale dell’autofagia nella morte cédite indotta da kD, in cellule dopaminergiche
di neuroblastoma.

In collaborazione con il gruppo di ricerca delleofssa Prat, abbiamo studiato in dettaglio
I'apoptosi in cellule di muscolo cardiaco e latpmone da stress ossidativo di anticorpi anti-
HGF (Hepatocyte growth factorRiletronave et al., 2010].

Tutte le risposte biologiche di HGF sono mediaté ma&ettore tirosin-kinasi Met/HGF-R.
Obiettivo dello studio era verificare se un antimpmonoclonale (MAb) che mimasse l'attivita
agonista del recettore potesse proteggere celkllendscolo cardiaco dall’apoptosi indotta da
perossido di idrogeno ¢ay).

I MAb inibisce efficacemente il restringimento Bekellule, la frammentazione del DNA, la
positivita annessina V, la traslocazione mitoccaldridi Bax, e I'attivazione delle caspasi indotti
da HO,. Questo MAb pud quindi essere un valido sostitutdH@iF, essendo piu facilmente
disponibile in una forma biologicamente attivaaalente stabile, e purificato.

Collaborazioni in atto

» Bonnie F. Sloane, Department of Pharmacology déHgne State University di Detroit (USA).

» David Murphy, Henry Wellcome Laboratories for Intative Neuroscience and Endocrinology,
University of Bristol (UK)

* Andrej Hasilik, Institute fuer Physiologische ChemiKlinikum der Philipps-Universitaet
Marburg (D).

* Michelle Ollivier, INRA Unité Génomique et Physigie de la Lactation, Jouy-en-Josas, CEDEX
(F).

» Douglas Feinstein, UIC, University of lllinois iMi@ago (USA).

» Duncan Smith, Institute of Molecular Biology andr@gécs, Mahidol University, Thailandia.

* Guido Kroemer, INSERM di Villejuif, Universita Pagii 1X, (F) (mitophagy and
mitochondriogenesis)

» Eugenia Dogliotti, Istituto Superiore di Sanita,nko(autophagy in DNA damage and repair)



Vincenzo Mollace, Universita di Catanzaro “Magnaa@&iia”, (autophagy and cardiovascular
damage)

Salvatore Coluccia, Dipartimento di Chimica, Unsigr di Torino (functionalization of
mesoporous nanopatrticles for diagnostic and thetape

Emanuele Albano — Rita Carini, Dipartimento di &ee Mediche, Universita del Piemonte
Orientale di Novara (role of lysosomes in cell tiesmtd ischemic preconditioning of hepatocytes)
Guido Valente, Laboratorio di Anatomia Patologicajversita del Piemonte Orientale di Novara
(new molecular prognostic markers in cancer)

Tamara Lah, National Institute of Biology, Ljublmn Slovenia, (environmental toxic and
carcinogenesis)

Paul Saftig, Unit of Molecular Cell Biology and Twsgenic Research, Institute of Biochemistry,
Medical Faculty, University of Kiel, (D) (autophagynd myopathies)

Lukas Mach Department of Applied Genetics and Ballogy, University of Natural Resources
and Applied Life Sciences, Muthgasse 18, ViennastAa. (biogenesis and function of cathepsin)



Lia RIMONDINI
Principali risultati della ricerca

» Sviluppo e caratterizzazione di superfici di materimpiantabili biomimetiche della matrice
extracellulare
» Sviluppo di sistemi nano tecnologici di drug deting di chemioterapici

Collaborazioni in atto

» Universita di Milano — Dipartimento di Morfologiarbana e Scienze Biomediche

» Universita di Milano — Dipartimento di Medicina, lDirgia e Odontoiatria — S. Paolo

» Politecnico di Milano — Dipartimento di Bioingegieer

» Politecnico di Milano - Dipartimento di Chimica, késiali e Ingegneria Chimica “G. Natta”
» Politecnico di Torino — Dipartimento di Scienza Materiali e Ingegneria Chimica

* |Istituti Ortopedici Rizzoli (Bologna) — Laboratorah Studi Pre-clinici e chirurgici

* Musashino University Tokyo — institute of Pharmae=al Sciences



Piero STRATTA
Principali risultati della ricerca

» Diagnostica precoce del rigetto in corso di trapiato di rene:ruolo diagnostico dei depositi

della frazione C4D del complemento nell’organo trag@ntato

Tra i 738 pazienti trapiantati di rene, 243 (33%he stati sottoposti a biopsia renale sul rene
trapiantato almeno una volta : 58 (24%) sono /guftositivi per una patologia immuno-mediata
acuta 185 pazienti (76%) presentavano altre aitama morfologiche Una positivita per il
prodotto di degradazione del complemento C4d e siaservata in 21 casi sui 56 campioni
testati (37,5%). Di rilievo il riscontro della assazione tra positivita del C4d e maggiore
durata della dialisi (8,0 anni) rispetto ai pazi€vd negativi (4,4 anni; p 0.0116) e piu elevato
titolo di PRA max . Una positivita per il C4d etstaiscontrata in percentuale variabile intorno al
30-40% in tutti i tipi di categorie istologiche digosticate alle biopsie dei reni trapiantati (p
0.6627), senza differenza tra rigetto acuto e gtafopatia acuta da sola o associata al rigetto.

» Aspetti istopatologici e quadri clinici delle patobgie da deposito renale delle
immunoglobuloine monoclonali nei pazienti con mielma
L’andamento del rene ed il ruolo del quadro pataclegenale sono stati studiati in quasi 300
pazienti con mieloma multiplo e gammopatia monoalenil coinvolgimento renale era il solo
fattore significativo di rischio di morte per il pante, mentre fattori significati di peggioramento
del rene erano l'associazione di malattia diab@B8.65, 95% Cl:2.08-6.41), la proteinuria a
catene leggere (HR 2.18; 95%CI:1.10-4.32) ¢d tli componente monoclonale p0.0019) . I
guadro patologico renale ha documentato una MIDD2/30 casi (40%): 6.-amiloidosi ,2 LC
disease, 1 heavy chain disease and tre cast negphyoed inoltre 4 glomerulonefriti ,8
arteriolosclerosi and 6 reni normali. La principatenclusione & che il diabete , mescolando il
suo quadro con il danno da catene leggere ¢ ilinpowrtante fattore di rischio di progressione
della malattia renale, accanto all’'entita dellatpirturia a ncatene leggere

» Think of variation in the gene encodinghepatocyte nuclear factor (HNF)-1Rin children
with renal microcysts lacking nephrocystin mutation and adults mimivking uromodulin
mutation
Programma di ricerca in corso con Genetica delMdrsita di Torino e dell’Universita del
Piemonte Orientale.

» Analisi biochimica e spettrofotometrica su tessutaenale nelle biopsie renale del rene
trapiantato e nativo
Programma di rivalutazione istopatologica con indagparticolari delle caratteristiche
biochimiche dei cristalli di difficile identificaane nelle biopsie renali studiate con metodiche
tradizionali.
In collaborazione con Policlinico di Milano. Nefaglia Dialisi e Trapianto e col Service
d'Anatomie et de Cytologie Pathologiques, Hopitllal Pitie-Salpétriere, , Université Pierre et
Marie Curie, Paris, France

Collaborazioni nazionali ed internazionali in atto

* lIstituto di Genetica dell’'Universita di Torino

« Immunologia dei Trapianti dell’'Universita di Padova

* Immunology Transplantation Center Baltimora

» Service d'Anatomie et de Cytologie Pathologiquedpitdl de la Pitié-Salpétriére, , Université
Pierre et Marie Curie, Paris, France

» Policlinico di Milano. Nefrologia Dialisi e Trapiam
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Principali risultati della ricerca

Vengono sotto riportati gli argomenti principali studio condotti anche in collaborazione con il
reparto di Cardiochirurgia dell’Azienda Ospedaliehoiversitaria Maggiore della Carita di Novara,
con lInstitute for Cardiovascular Research, Unsigr of Leeds (UK) e col Department of
Cardiothoracic Surgery, King's College Hospitalndon.

» Effetti cardioprotettivi della somministrazione intracoronarica di levosimendan contro i
danni da ischemia-riperfusione. Ruolo dei canali KAP e del monossido d’azoto.
Il levosimendan, capostipite dei calcio-sensitizzaa un farmaco ampiamente utilizzato per il
trattamento dello scompenso cardiaco. Dati prededéenuti nel maiale anestetizzato avevano
evidenziato un effetto coronarodilatatore indot@llad somministrazione intracoronarica del
levosimendan correlato all’aumentato rilascio dnossido d’azoto (NO). Gli studi condotti su
cellule endoteliali coronariche di maiale hanna|tie, evidenziato il coinvolgimento dei canali
KATP e delle chinasi intracellulari (ERK, Akt, p38gll“attivazione della eNOS. Lo scopo del
presente progetto di ricerca e stato quello dimésare gli effetti protettivi della
somministrazione intracoronarica di dosi crescetiti levosimendan contro i danni da
ischemia/riperfusione nel maiale anestetizzataodgni animale sono stati esaminati i parametri
emodinamici, quali la pressione arteriosa, la fezqa cardiaca, il flusso ematico coronarico e
gli indici di funzionalita® miocardica globale egienale. In alcuni animali la somministrazione
di levosimendan e’ stata effettuata dopo il bloab® canali KATP ottenuto con la
somministrazione di glibenclamide o dopo il bloa=la nitrossido sintetasi tramite L-NAME.
Inoltre, sono stati effettuati prelievi biopticiipra dellischemia, al termine dell’ischemia, alla
fine della somministrazione di levosimendan e dilee della riperfusione per esaminare
I'espressione dei geni apoptotici, quali Bax, ¢ibowo C, caspasi 3, 8, 9, dei geni anti-apoptotici
come Bcl-2 e dei geni autofagici come LC3 e Beclimbltre e stata valutata |'espressione di
ERK e Akt. | risultati ottenuti hanno evidenziatonece la somministrazione di levosimendan
determini un aumento dose-dipendente del flussotiemaoronarico e dei parametri di
funzionalita® miocardica. Inoltre, e stato evidiema un effetto dose-dipendente anti-apoptotico
accompagnato da un effetto pro-autofagico. Le s&posservate, infine, sono risultate abolite
dalla somministrazione di glibenclamide e fortereentlotte dal L-NAME. Sulla base dei
suddetti risultati e” possibile ipotizzare un effetardio-protettivo del levosimendan mediato dai
canali KATP e dall’NO volto a ostacolare la mor&dlalare per apoptosi.

 Effetto del levosimendan sull’apoptosi e I'autofagiin cardiomiociti

Il levosimendan, agente inotropo e vasodilataniézzato per il trattamento dello scompenso
cardiaco, esercita effetti cardioprotettivi contradanni da ischemia/riperfusione attraverso
I'apertura di canali dei canali KATP e il rilasdomonossido d'azoto (NO). Le azioni benefiche
del levosimendan contro i danni ischemici conseguamche alle sue azioni di modulazione dei
processi implicati nel rimodellamento cardiacopoista patologica ad un insulto miocardico
caratterizzata, oltre che dall'ipertrofia e dalleerazioni dell'ambiente interstiziale, anche da
fenomeni di apoptosi, necrosi e di autofagia. N&iaiti isolati il levosimendan si € dimostrato

in grado di prevenire il danno apoptotico attragdiapertura dei canali KATP mitocondriali. In

pazienti affetti da scompenso cardiaco la sommasgine di levosimendan ha indotto sia una
significativa riduzione del rilascio di citochin@me l'interleuchina- 6 e il fattore di necrosi

tumorale, che sono bene in grado di deprimere fmaita funzionale cardiaca e promuovere
I'apoptosi, sia di ostacolare l'espressione ddermsia Fas/Fas ligando. Gli studi precedenti
condotti nel maiale anestetizzato avevano evidémziame la somministrazione intracoronarica



di di levosimendan nel modello animale di ischenpaffusione fosse in grado di ridurre
I'espressione di geni antiapoptotici quali Bax ®maomo C e aumentare I'espressione di geni
antiapoptotici e proautofagici quali Bcl2, Becliadl LC3II. Tali effetti protettivi erano risultati
correlati allapertura dei canali KATP e al rilasaili NO. Lo scopo del presente progetto di
ricerca e stato, pertanto, quello di esaminareitio gli effetti del levosimendan sull'apoptosi e
l'autofagia analizzando piu nel dettaglio il rualei canali KATP e delNO. E' stato, inoltre,
valutato l'effetto del levosimendan sull'attivazati ERK1/2 e Akt, fattori implicati nelle vie di
sopravvivenza cellulare. Nei miocardiociti H9C2tepbsti a danno ischemico indotto da H202
(200 pM per 20 min) sono stati esaminati gli effdél levosimendan (10 pM) sull'espressione
di Bax, del citocromo C, di Beclin 1, di ERK1/2 eAkt. E stata inoltre valutata |"attivazione
della caspasi 3. Esperimenti analoghi sono statituti in presenza di agonisti e antagonisti dei
canali KATP (non selettivi e selettivi per i canalitocondriali) e dell'NO. | risultati ottenuti
dimostrano come il levosimendan riduca fortemel@gplessione dei geni apoptotici e aumenti
I'attivazione di quelli autofagici e delle vie dd@avvivenza cellulare attraverso l'apertura dei
canali KATP, in particolare mitocondriali, ed ilascio di NO.

Effetti cardiovascolari della somministrazione intracoronarica di gastrina 17 nel maiale
anestetizzato. Ruolo del sistema nervoso autonomael monossido d azoto e dei recettori
CCK.

E' noto dalla letteratura come gli ormoni gastmétinali intervengano nel controllo
dell’apparato cardiovascolare. | risultati dell@gante ricerca hanno ampliato le informazioni
riguardanti I'effetto della gastrina 17, ormonetdanente rilasciato dalle cellule G gastriche in
risposta all’introduzione di cibo nello stomacd]asfunzione e perfusione cardiaca. La gastrina
17 é stata somministrata per via intracoronarica 4 maiali anestetizzati, alle dosi
corrispondenti a quelle rilasciate in circolo dueann pasto. | suoi effetti sul flusso coronarico e
sulla forza di contrazione miocardica sono stalitedi prevenendo le variazioni della frequenza
cardiaca e della pressione arteriosa. Gli effedtiadgastrina 17 sono, inoltre, stati paragonati a
quelli degli agonisti dei recettori CCK1 e CCKZXpettivamente, CCK33 e pentagastrina. In 5
dei suddetti animali € stato anche condotto undistdose-risposta, infondendo dosi crescenti
dell’ormone in esame. In 35 dei 40 maiali il medsamo d azione della gastrina 17 e stato
esaminato ripetendo la somministrazione dell’ormdoeo blocco dei recettori colinergici
(n=5), alfa-adrenergici (n=5), betal adrenergicis) beta2-adrenergici (n=5), dei recettori
CCK1 (n=5), dei recettori CCK2 (n=5) e della nismk sintetasi (n=5). La somministrazione
intracoronarica di gastrina 17 ha aumentato, in anddse-dipendente, il flusso ematico
coronarico e la forza di contrazione cardiaca. éetti sul flusso coronarico erano simili a
quelli causati dalla pentagastrina, mentre il CCK&# determinava variazioni significative
della funzionalita cardiaca e aumentava il fluss@mico coronarico in misura minore rispetto a
guanto osservato con la gastrina 17. Gli effetiadgastrina 17 erano, inoltre, aboliti dal blocco
dei recettori beta adrenergici, dei recettori CGKIK2 e della nitrossido sintetasi. In
conclusione, i risultati di questa ricerca hannmenziato come la gastrina 17 aumenti il flusso
ematico coronarico e la funzione cardiaca attravérsoinvolgimento sia del sistema nervoso
autonomo, che dei recettori specifici CCK, cherdehossido d azoto.

Effetti cardiovascolari della somministrazione intracoronarica di melatonina nel maiale
anestetizzato

La melatonina, ormone secreto dalla ghiandola jnean un andamento circadiano influenzato
dall*alternanza buio-luce, e implicata nel contrali molte funzioni fisiologiche incluse quelle
relative all’apparato cardiovascolare. E* statogsempio, dimostrato che la melatonina induce
ipotensione e ha effetti variabili sulla frequerzadiaca e la contrattilita miocardica. Bassi
livelli di melatonina sono stati riscontrati in @énge condizioni patologiche tra cui ipertensione,
scompenso cardiaco grave e malattia ischemicaamrdd infarto del miocardio. Tali effetti
cardiovascolari sono stati variamente imputati adnterazione della melatonina col sistema
nervoso centrale o autonomo, al miglioramento dédlposta baroriflessa, all interazione della
melatonina coi recettori specifici MT1 e/o MT2 dagbreservazione della funzione endoteliale.



A questo proposito i dati riguardanti il ruolo dalbnossido d'azoto (NO) nella genesi delle
risposte emodinamiche sono piuttosto discordantir Bssendo presenti informazioni in
letteratura circa gli effetti cardiovascolari deltaelatonina, i dati riguardanti il circolo
coronarico e la funzione cardiaca sono tuttaviass& come sopra ricordato, non univochi. Per
guesto motivo in questo studio abbiamo voluto irdagli effetti diretti della melatonina sul
flusso ematico coronarico e la contrattilita miatea conducendo esperimenti a pressione
arteriosa e frequenza cardiaca costanti. E* bew, riafatti, come variazioni dei suddetti
parametri emodinamici influenzino la perfusione caiadica e la forza di contrazione cardiaca
attraverso meccanismi nervosi riflessi, fisici adanali. Inoltre, abbiamo voluto analizzare il
ruolo del sistema nervoso autonomo, dei recettorilMIT2 e del’NO. In 35 maiali posti in
anestesia generale la melatonina infusa nella aoeoliscendente anteriore alla dose di 70 pg
per ml/min di flusso ematico coronarico ha aumenthflusso coronarico stesso, il dP/dtmax
(indice di contrattilita miocardica), la percenwali accorciamento segmentale del ventricolo
(%SS) e la gittata cardiaca di circa il 12%, il 14%8% e il 23% dei rispettivi valori di controllo
(P<0.05). Tali effetti erano accompagnati da un extm del rilascio dell’'NO, dosato dal sangue
del seno venoso coronarico, di circa il 46% debralbasale. In altri 5 maiali € stato, inoltre,
possibile ottenere un effetto dose-risposta sui futparametri analizzati, infondendo la
melatonina a dosi comprese tra 6.56 e 320.2 pgfierin di flusso coronarico. Mentre il blocco
dei recettori colinergici (n=5) e dei recettoriaaddrenergici (n=5) non ha abolito le risposte
osservate, dopo blocco dei recettori betal-adrengim=5) la melatonina non ha piu indotto
variazioni della forza di contrazione miocardicananendo invece inalterato 'aumento del
flusso ematico coronarico. Il blocco dei recettoeta2-adrenergici (n=5) e della NO sintetasi
(n=5) ha, invece, abolito la risposta coronarida alelatonina e I'aumento del rilascio di NO.
Infine, tutti gli effetti cardiovascolari causatliormone sono risultati prevenuti dal blocco dei
recettori MT1 e MT2 (n=10). In conclusione, la ntetana aumenta primariamente il flusso
ematico coronarico e la funzione cardiaca attravérsoinvolgimento dei recettori MT1/MT2,
dei recettori beta-adrenergici e dell'NO.

Utilizzo di un doppio patch per la riparazione del difetto settale di origine ischemica
inserito attraverso una singola ventri colotomia

Lo sviluppo del difetto del setto interventricolgkSD) € una complicazione piuttosto frequente
dell’infarto miocardico acuto ed €& responsabile 5% circa dei decessi delle fasi precoci
dell’infarto. Molte tecniche chirurgiche sono statéluppate nel corso degli anni per porre
rimedio a tale catastrofica complicanza. Tuttavialtendi esse non sono risultate scevre da
problematiche relative, ad esempio, alla fragitlel tessuto necrotico miocardico sottoposto a
sutura. Inoltre, la maggior parte delle suddetnitshe si avvaleva di una ventricolotomia
bilaterale o utilizzava patch pericardici. In questudio € stata esaminata | efficacia di una
nuova tecnica di riparazione del VSD, riproducibildsettale, con doppio patch sintetico
posizionato tramite singola ventricolotomia sirastE™ stato dimostrato come la riparazione
chirurgica condotta con questa tecnica prevengadalive della VSD riducendo la tensione
sulle suture e prevenendo le infiltrazioni di saadungo le linee di sutura. Questa tecnica si
avvale, inoltre, della colla GFR per ottenere ungliore emostasi senza rischi aggiunti di
embolizzazione. Inoltre, si & osservato un blocetladcitolisi nel tessuto miocardico peri-
ischemico, con ulteriore stabilizzazione del tessitesso e miglioramento delle sue proprieta
meccaniche. Infine, I'utilizzo di un doppio patdtaterale ha ridotto la discinesia settale sinistra
grazie ad un miglior bilanciamento e distribuzialedle forze di tensione tra i due ventricoli. Va
ancora ricordato come tra i vantaggi di questaitecvi sia la riduzione dei tempi operatori con
miglioramento della funzione cardiaca.

Trattamento dello scompenso cardiaco acuto tramitsomministrazione intracoronarica di
levosimendan in pazienti affetti da shock cardiogem sottoposti a interventi di
cardiochirurgia

L effetto benefico del levosimendan, agente casapsitizzante utilizzato nello scompenso
cardiaco, puo essere limitato dall’ ipotensionesilusserva a seguito della sua somministrazione



per via endovenosa. In questo studio abbiamo, quimdiuto valutare [ efficacia del
levosimendan, somministrato attraverso una viarddte/a a quella sistemica, in pazienti affetti
da shock cardiogeno refrattario ai comuni inotgbttoposti a intervento di cardiochirurgia. La
nostra ipotesi era quella secondo cui l'infusioneale, intracoronarica, di levosimendan,
avrebbe esercitato minori effetti a livello sistemi pur mantenendo inalterata la sua azione a
livello cardiaco. | 33 pazienti reclutati nello dia avevano indice cardiaco inferiore a 2.1
nonostante il trattamento con adrenalina e/o pms&nento del contropulsatore. Sono stati
misurati i seguenti parametri: flusso ematico nmftgvascolari, pressione arteriosa sisto-
diastolica, frequenza cardiaca, pressione arter@sd incuneamento polmonare, pressione
atriale, indice cardiaco, frazione di eiezione,p@po E/A e resistenze vascolari sistemiche.
Tramite eco trans-esofageo € stato esaminato ilimento del ventricolo sinistro e i valori
ottenuti sono stati utilizzati per costruire unoorec di funzione (WMSI; punteggiol =
movimento normale; punteggio 2 = ventricolo ipotice punteggio 3= ventricolo acinetico;
punteggio 4= ventricolo discinetico). Sono, inqgltetati misurati il pH, la PO2, la PCO2, la
saturazione di ossigeno, il glucoso, il calcio daitato sia nel sangue cardiaco venoso che
arterioso. E* stato calcolato il contenuto di oss@ nel sangue cardiaco venoso e arterioso
utilizzando la formula (1.39 x emoglobina) x satoae di ossigeno + (0.0031 x tensione di
ossigeno). | valori ottenuti sono stati utilizzpér ricavare I'estrazione miocardica di ossigeno.
Infine, la produzione di acidi da parte del miodard stata calcolata dalla misurazione della
concentrazione di ioni H+ nel sangue arterioso rose cardiaco. Il levosimendan e stato
somministrato in bolo nei graft o nell’aorta clagpal termine del bypass cardiopolmonare alla
dose corrispondente a 24 microg/kg e calcolatalawione alla massa cardiaca del paziente. La
somministrazione di levosimendan ha determinat@wmento significativo del flusso ematico
nei graft vascolari, della pressione arteriosaoktst e una riduzione delle pressioni di
incuneamento polmonare e arteriosa polmonare (P%8).0A tali effetti emodinamici si
accompagnava un miglioramento del rapporto E/AJadélazione di eiezione, dell’indice
cardiaco e dello score WMSI (P<0.05). Si osservanfane, un miglioramento del metabolismo
cardiaco, come dimostrato dalla riduzione delladpeione di lattati e dal contemporaneo
aumento dell’estrazione miocardica di ossigenogiutioso. In conclusione la somministrazione
intracoronarica di levosimendan in pazienti affefti scompenso cardiaco acuto € un metodo
valido ed efficacie per ottenere un miglioramentellad funzione cardiaca in assenza di
ipotensione. Sulla base di tali osservazioni, lamnistrazione intracoronarica di levosimendan
potrebbe, pertanto, entrare nell’'uso routinario sala operatoria e/o nei laboratori di
emodinamica.

Collaborazioni in atto

» Dott. Philippe Caimmi, dirigente medico di primovéllo in servizio presso il reparto di
Cardiochirurgia dell’Azienda Ospedaliero-Universaaviaggiore della Carita di Novara.

» Dott. David Mary, Institute for Cardiovascular Rasgh, University of Leeds (UK)

» Dott. Emmanouil Kapetanakis, Department of Cardicdbic Surgery, King's College Hospital,
London
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