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1. RIASSUNTO

Questo lavoro di maturita ha come argomento centliaksulina, un ormone prodotto dalle cellule
b situate nelle isole di Langerhans del pancreashehi principale compito di abbassare il tasso
glicemico (ovvero la concentrazione di zucchero sehgue). Se questo ormone non funziona
adeguatamente, o non e piu prodotto dal corpoara li diabete, una malattia oggigiorno molto
diffusa. Per questo e stato necessario sviluppair@réparati simili allinsulina umana, lavorando
soprattutto nel campo della biotecnologia.

| temi trattati si sviluppano da informazioni inetiealla molecola di insulina umana ed al suo
funzionamento, ad un’analisi storico-sperimentadd’idsulina prodotta in laboratorio che ha il
compito di seguire la storia del farmaco sottolivne i passi piu importanti sotto una visione
sperimentale. Verra poi chiarito I'uso farmacolagispiegando le diverse caratteristiche dei vari
preparati insulinici e la malattia a cui fa fronte.

In seguito si trattera la sua produzione in modonéglio chiarire il compito della biotecnologia in
guesto campo. Questo processo avviene in labavatosi basa sull’individuazione della giusta
sequenza di geni necessari per codificare lo sydugdel prodotto finale desiderato e sulla
moltiplicazione di questa proteina in colture battee. Questo tipo di procedimento permette un
prodotto finale di insulina che e generalmente tidenall'insulina umana. A questo punto le
industrie farmaceutiche possono anche modificgpestpharato per motivi fisiologici dell’'assunzione
del farmaco.

Argomento importante che segue € uno sguardowaidfali questo ormone, cioe cio che ancora ci si
aspetta da questo medicamento che ha rivoluziahatondo della medicina curando milioni di
persone nel mondo. Ho poi ritenuto lecito parlaraltte cure che potrebbero essere definitive al
problema del diabete mellito insulinodipendenten(a), poiché per queste persone linsulina
rimane un medicamento da usare costantementeegaaziniezioni e senza il quale esse non
potrebbero vivere. Si € perd ancora molto lontaalfutilizzo di questi per diversi problemi di
rigetto (il corpo non riconosce i tessuti trapidintame “propri” e attiva un sistema di difesa) io d
sperimentazione.

La parte sperimentale del lavoro si concentrarsu possibile cura del diabete ancora in fase di
sperimentazione, attuando una transdifferenziazidaecellule a (che producono glucagone,
ormone antagonista all'insulina che innalza laaghia) a celluld del pancreas. Questo sarebbe
teoricamente possibile perché queste cellule inel®ero poco sullinnalzamento della
concentrazione dello zucchero nel sangue, menteblsaro sufficienti per soddisfare il fabbisogno
giornaliero di insulina. Ho potuto collaborare agto progetto in una settimana di studio a Ginevra
grazie all’'associazione “Scienze e gioventu” lanoi@acon professionisti del settore e in laboratori
molto forniti. Questa parte sperimentale € unaedeleno quotate per la cura del diabete, ma e stata
importante perché mi ha dato la possibilita di m@pi cosa consiste la ricerca in questo ambito.
Per concludere vi e il giudizio di un diabetologo forma di intervista e mie considerazioni
personali in un capitolo finale dove si discutoeariformazioni raccolte.
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3. INTRODUZIONE

La scelta di questo lavoro di maturita € stata watéi da un mio interesse per il problema del
diabete e per la ricerca scientifica nelle biotéogie. Oggigiorno sempre piu persone sono colpite
da diabete e si sta attualmente lavorando al mmgghento delle cure, soprattutto del farmaco
principale che ¢ linsulina. Ho pensato allora @tgontare una storia, quella dell’insulina e delle
novita attualmente sul mercato, senza tralasciacbeai progetti mirati al suo futuro o i possibili
campi di ricerca per una cura definitiva al diabége settimana di studio organizzata da “scienze e
gioventu” sul tema “ingegneria genetica in biologianedicina” particolarmente istruttiva mi ha
dato un ulteriore stimolo a lavorare in questazimee. Da quel momento ho cercato di capire le
peculiarita chimiche e biologiche di questa sosdaper spiegarne il funzionamento e tutta la sua
storia, quella di un ormone che ha salvato ladiitaolte persone.

L’obbiettivo di questa ricerca e parlare di insalibbiotecnologia, diabete e innovazioni nella Geer
chiarendo dei concetti attuali che probabilmentgesisa di conoscere, ma forse non abbastanza.
La storia dell’insulina ci permette di comprendet@pprima alcuni importanti meccanismi del
nostro corpo, poi il ruolo della biotecnologia melireazione di un farmaco. E importante fare
guesto tipo di analisi anche per capire come sirklgulla base di sbagli e intuizioni che conducono
a scoperte scientifiche. Capire questo percors@agdato pud sicuramente aiutare a capire meglio
'evoluzione futura dell’insulina. Questa ricercgpaofondisce inoltre le direzioni che sta
intraprendendo la ricerca in questo campo e fa cengere meglio le problematiche di una malattia
come il diabete, con il quale saremo magari con&tbmel corso della nostra vita dato che sempre
piu persone ne sono affette.

Sono contenta di aver scelto questo tema che rmtéeessato molto e mi ha permesso di chiarire
dubbi sul mio futuro e sull’efficacia di un metodoientifico di analisi critica di informazioni, di
dati sperimentali e di esposizione scritta che étaruna comprensione a piu livelli.

4. INFORMAZIONI GENERALI SULLINSULINA

4.1 Definizione

L’insulina (dal latinoinsula “isola”, perché prodotta nelle Isole di Langerbharel pancreas) € un
ormone proteico che regola il metabolismo dei calfati. Ha principalmente la funzione di
promuovere la diffusione di glucosio attraversariembrane cellulari diminuendo la glicemia (la
concentrazione di zucchero nel sangue) e permetteosi 'utilizzo di glucosio ai diversi tessuti.
Agisce anche nel fegato e nei muscoli per stimolardormazione di glicogeno, inibisce la
conversione di sostanze diverse dai carboidratglicogeno ed e presente, anche se in minor
qguantita, nel timo, nella milza, nelle ghiandotdivari, nel cervello e nel sangue. Oltre a cio,
linsulina stimola la sintesi e l'immagazzinamentiei grassi nelle cellule adipose. La sua
secrezione é regolata dalla glicemia: se alta (cdopo un pasto) il pancreas rilascia insulina
mentre quando diminuisce, la secrezione di insudimauce o si ferma.

—> Per tutte queste sue caratteristiche essa e defiritINCIPALE ORMONE ANABOLIZZANTE, in
quanto regola tutti i processi che hanno come sdapmagazzinamento di energia che
servira per la costruzione di molecole utili alélgla.

-4 -
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4.2 .a molecola insulina

La sua struttura varia fra le diverse specie animdalcausa di queste variazioni I'insulina degli
animali cambia, in modo differente a dipendenzagiatio di affinita di questa sostanza rispetto a
guella umana, la regolazione del metabolismo ddicsdrati negli umani.

La versione piu vicina a quella umana é quellantiiale come in seguito verra spiegato meglio col
confronto grafico delle due molecole.

fig. 1: struttura tridimensionale
della molecola di insulina:in rosso il
carbonio, in verde I'ossigengin blu
I’azotoe in rosa lozolfo.

Fonte:
http://blogs.dotnethell.it/diabete/Ins
ulina3313.aspx

Iy
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fig. 2: molecola di insulina umana composta da 5Inaminoacidi residui e
ha un peso molecolare di 5808 Da. Essa e formata dae catene
polipeptidiche:

catena A: 21 amminoacidi e un ponte disolfuro (grde a questo ponte
assume una forma cilindrica)

catena B: 30 amminoacidi

unite da due ponti disolfurici.

Fonte:

http://www.minerva.unito.it/Storia/insulina/lnsulin aStruttura.htm
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4.3Dove, come e quando viene prodotta dal corpo

L’insulina viene regolata indipendentemente dapooed € sintetizzata nel pancreas dalle cebiule
delle isole di Langerhans (vi sono tre milioni diegte “isole” che sono considerate la parte
endocrina del pancreas che rappresenta solo il ,2t3fancreas e infatti considerato una ghiandola
esocrina). Nelle Isole di Langerhans le celluleostituiscono il 60-80% di tutte le cellule.

Tutto il pancreas umano puo contenere fino a 8 nigsdlina, pari a circa 200 “unita” biologiche.

fig. 3: luogo dove é situato il pancreas: vicino aluodeno
(dove vengono immessi gli enzimi digestivi) e sottto
stomaco. Direttamente nel sangue vengono immessvéte
gli ormoni regolatori della glicemia.

Fonte:
http://www.fdgdiabete.it/fdgparole/images/pancreagif

fig. 4: grazie a coloranti specifici si sono
evidenziatecellulea in verde (produttrici
di glucagone, ormone antagonista
all'insulina, che alza quindi la glicemia),
celluleb in rosso (che costituiscono la
maggior parte dell'isola) e iIDNA
contenuto nel nucleo di tutte le cellule in
blu. Le cellule del pancreas non costituenti
le "isole” sono chiamate acinari e
producono enzimi digestivi (succo
pancreatico) come anche le celllule dei
dotti dove esso viene espulso

Fonte: Foto al microscopio dal
Laboratorio di Pedro Herrera, aprile 2007,

Ginevra.
Insulina Cellule
glucagone acinarie

DNA
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L’insulina € prodotta nel reticolo endoplasmati@alel cellule beta del pancreas sotto forma di pre-
proinsulina (fig.5). Per divenire proinsulina (urepursore dell'insulina), si stacca il peptide sdgn
(sequenza segnale terminante in NH3+ nel disegrmagso) dalla pre-proinsulina formando dei
ponti disolfuro (S-S) tra due sequenze peptidictiee (vengono chiamate catene A e B nella
descrizione della struttura dell’insulina). La praulina, dopo essere arrivata nell’'apparato di (Golg
viene sottoposto all'azione di una proteasi chezpda molecola di proinsulina in tre frammenti
diversi:

- I'insulina (composta dal frammento intermediolgalue catene legate dai ponti disolfuro)

- il C-peptide

- i due bipeptidi (molecole formate da due ammimdiaqui non presenti nello schema)

MH3+

FEOUENZa peptide C peptide C
zegnale
G5 S5
G5 S5
coo- . i
insulina

pre-proinsulina  proinsulina peptide C

fig. 5: attivazione dell'insulina e rilascio del petide C.
Fonte: http://www.ildiabeteoggi.it/diabete/images/attisiina.png

4.4 Come avviene la secrezione di insulina?

Come si puo osservare in fig.6, il glucosio plasomafdel sangue) entra nelle cellule beta attravers
un recettore specifico (GLUT 2) ed aumenta la cotregione di ATP nel citoplasma (tramite
'enzima glucochinasi). A questo punto I'alta conttazione di ATP inibisce alcuni canali selettivi
per il potassio(K) facendolo uscire dalle celllle.cellule beta si depolarizzano e si aprono i kana
voltaggio-sensibili per il calcio(Ca). La concerigne di calcio aumenta nel citoplasma e avviene
la secrezione di insulina.

Glucoso
D? 9LUT 2

Glucochinasi

Insulina

\

«---- ATP 1 @)

032; v%

fig. 6: regolazione della secrezione di insulina
Fonte: www.unipv.it/dsffcm/pagine/corsi/perinformonipancreassurrene.ppt
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4.5 Percorso dell’insulina dal sangue alle cellule beaglio

Una volta liberata nel sangue dalle cellule betaease al peptide C, I'insulina raggiunge il fegato
con il sangue proveniente dalla vena porta, orgeiajuale, a ogni passaggio, viene utilizzata e
degradata circa per il 50%. La parte restantessribuisce ai tessuti periferici: una volta raggein

le cellule su cui deve agire (chiamate cellule &glis), I'insulina si lega a specifici recettori
presenti sulla membrana cellulare che, a loro vyottasferiscono all'interno della cellula
'informazione contenuta nello stimolo ormonaleniimero di recettori specifici per I'insulina su
ogni cellula bersaglio varia da alcune migliaiaumlghe centinaia di migliaia. Il legame insulina-
recettore si stabilisce rapidamente ed ¢ irrevidgsib

o fig. 7: azione dell'insulina sulle cellule

o bersaglio
glu:os.:} o Or:} ; Fonte:
o 3 http://en.wikipedia.org/wiki/Insulin

L& \

~ fafty acids

L’insulina esegue una serie di azioni per rendepahibile il glucosio alla cellula:

1- attiva il recettore specifico

2- ci0 innesca una attivazione di diverse proteine

3- entrata dello zucchero nella membrana celluielta cellula bersaglio (e anche di alcune
proteine e potassio, anche se non si vede ndiknsa)

4- sintesi del glicogeno

5- glicolisi

6- sintesi degli acidi grassi
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4.6 Funzioni dell'insulina

Si pensa spesso che l'unica attivita dell’insulgia quella del metabolismo del glucosio. Come
possiamo vedere dallimmagine qui sopra (vedi ansbiéo il capitolo definizione), essa svolge
molteplici altre funzioni. L'insulina fornisce dajpa un contributo fondamentale nel passaggio di
amminoacidi e di glucosio (le cui formule di sturdt sono rappresentate qui sotto) attraverso la
membrana cellulare che altrimenti, a causa detla hatura e delle loro dimensioni, stenterebbero
ad attraversare.

H CH,OH
| 0
NH , -C- COOH
OH
| 0 H
R

H

fig. 8: a sinistra la formula di struttura generica degli amminoacidi ordinari (dove R rappresenta ungruppo
specifico di ogni amminoacido in funzione del qualein amminoacido viene classificato come acido, basi
idrofilo (polare) e idrofobo (apolare). A destra laformula di struttura del glucosio.

L'insulina permette anche la sintesi del glicogeffig.9) che & un carboidrato o zucchero,
esattamente come lo sono il glucosio e il saccar@si esempio € il comune zucchero da tavola).
Tuttavia, mentre il glucosio € un monosaccaride¢ aino zucchero semplice e il saccarosio € un
disaccaride, cioé uno zucchero formato da due nameasidi (glucosio e fruttosio) uniti fra loro, il
glicogeno e un polisaccaride, cioé uno zucchermd&o da molte molecole di glucosio unite fra
loro da specifici legami chimici e formanti unaustara ramificata. Il glicogeno rappresenta
un‘ampia riserva energetica ed € il principale Baeante” del nostro corpo: del glucosio che
assumiamo tramite i pasti, una parte € immediattanatilizzata dalle cellule per lo svolgimento
delle loro funzioni, mentre la restante parte viepprattutto trasformata in glicogeno e depositata
principalmente nel fegato e nei muscoli schelettithsulina attua quindi I'anabolismo del glucosio
a glicogeno, cioé costruisce glicogeno a partii¢attoni” del glucosio.

CH,OH
o CH,OH
_O_  CH,0H

fig. 9: struttura del glicogeno e del saccarosio
Fonte: http://www.my-personaltrainer.it/il glICOGENO.htm

-9-
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Dal glucosio viene attuata la glicolisi, un proceshimico in base al quale una molecola di
glucosio viene scissa in due molecole di acidoviiu Tale reazione porta poi alla formazione di
ATP.

Non solo il glucosio puo essere trasformato inagfeno per costituire una riserva energetica; esso
puo anche essere convertito in acidi grassi oidagdi (di solito e il glucosio non convertito in
glicogeno, ad essere convertito in trigliceridiytigliceridi sono lipidi o grassi che hanno il taali
riserva energetica costituendo il nostro tessuijooso.

E importante ricordare che linsulina ha il pringie ruolo di modificare la membrana
cellulare, rendendola permeabile al glucosio attrsw I'attivazione del recettore di
membrana. Le reazioni che seguono sono infattiedetinseguenze dell’attivazione del
recettore e non dell'insulina stessa che entramelllula.

4.7 Ormoni antagonisti o stimolanti I'insulina

Nella regolazione della glicemia e importante tec@nto che l'insulina non € I'unico ormone che
regola il tasso glicemico. Questi altri omoni castano il suo effetto:

- glucagone (come gia visto prodotto anch’esso netgas dalle cellula)

- ormone della crescita (GH)

- cortisolo

- progesterone

- estrogeni

- adrenalina

- tiroxina

-10 -
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5. ANALISI STORICO-SPERIMENTALE: DALLA SCOPERTA AD
OGGl

L’insulina venne isolata per la prima volta nel 19#a Frederick Grant Banting e da Charles Best
(fig.10). Da quel momento si e iniziato ad utilizd’insulina bovina o suina (fig.12) come
trattamento per il diabete. E poi stata creataabotatorio I'insulina umana, identica allormone
naturale dell’'uomo. L'ulteriore evoluzione € stdgaproduzione di insulina mediante tecnologia
genica. Questa viene effettuata grazie a dei hati@n coinvolgendo piu animali. L’insulina e stato
il primo farmaco prodotto mediante questa tecnao@uesto tipo di insulina € molto pura sin da
subito ed ha una struttura anch’essa identicanalllina umana. | nuovi tipi di insulina sono
analoghi dell'insulina umana ed hanno lo scopo atjofare il metabolismo di una persona a
dipendenza dell’esigenza: in generale, quelli defiipreparati lenti” (costituiti da insulina che
viene assunta dal corpo piu lentamente) per stahile la glicemia, e “preparati veloci” (che
vengono invece assunti dal corpo piu velocemergeassumere prima o dopo i pasti, quando si
assumono molti zuccheri in un breve lasso di tempo.

5.1Breve istoriato della produzione di insulina

1921: scoperta insulina di Frederick Grant Banting e @&saHerbert Best, dell'universita di
Toronto

1922:estrazione dell'insulina dal pancreas bovino gratiquale viene trattato il primo paziente

1922: il professore August Krogh e la dottoressa Mariedfr ottengono il permesso di produrre
l'insulina in Europa

1923:premio Nobel a F.G. Banting e J.J.R. Macleod psctperta dell'insulina
1925:l'insulina é disponibile per la prima volta insieraé un’apposita siringa
1938: sviluppo della prima insulina lenta: I'insulina zoprotamina

1946 introdotta l'insulina NPH (Neutral-Protamin-Haged, vedi sotto uso farmacologico,
insulina lenta)

1973 nuova purezza: viene introdotta I'insulina monogonente pura (MC)
1982 l'insulina HM, cioe I'insulina umana, puo essgredotta dall’insulina dei suini.
1987 l'insulina umana puo essere prodotta solo coluleetli lievito tramite tecnologia genica

1999 Novorapid® (I'analogo dell'insulina umana velocAspart) puo essere iniettata
immediatamente prima dei pasti

2001 Flexpen® arriva sul mercato contenente I'analdglfinsulina veloce e I'insulina NPH
2002 Introduzione sul mercato dell’analogo dell'insidiad azione mista NovoMix®30
2004 Introduzione sul mercato dell’analogo dell’insdilento (Levemir®)
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5.2 Percorso sperimentale storico

Studi precedenti alla scoperta dell'insulina (Skgrghafer, 1910) dimostravano che il diabete era
originato dalla carenza di una proteina generalla nellule delle isole di Langerhans, che avevano
denominato insulina. Shafer supponeva che l'inaudontrollasse il metabolismo degli zuccheri nel

sangue e la sua eliminazione grazie all'urina.

fig. 10: i due ricercatori che scoprirono l'insulina Frederick Banting e
Charles Best.
Fonte: www.progettodiabete.org/expert/el 265.html

Frederick Banting e Charles Best scoprirono limsulnel 1921. Essi legarono il condotto
pancreatico di diversi animali e ottenendo un #strdi pancreas libero da tripsina (enzima
digestivo prodotto dalle cellule del dotto e callicinari del pancreas). Questo era stato attuato
perché Moses Baron aveva precedentemente dimosteltol920 che legando il condotto
pancreatico si generava la degenerazione dellelegbroduttrici di tripsina, mentre le isole di
Langerhans rimanevano intatte. Banting e Best manamo allora un diabete sperimentale in altri
animali e comprovarono che la somministrazionestlia¢to di pancreas dei primi animali riduceva
o annullava la glicosuria di quelli con il diabefezevano scoperto I'insulina. Banting ricevette nel
1923 il Premio Nobel per la medicina. Banting cems#i con Best la sua parte di premio.

fig. 11: Frederick Sanger, ricercatore che determid la sequenza
proteica completa degli amminoacidi dell'insulina.
Fonte: it.wikipedia.org/wiki/Frederick Sanger
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La comprensione struttura dell'insulina fu attuatel 1954 da Frederick Sanger ed i suoi
collaboratori dell'Universita di Cambridge.

Il dottor Sanger era affascinato dalle scopertaatdt precedentemente sull’insulina e avvio un
progetto per cercare di comprendere la struttutarndaillina. Per fare cio dovette studiare dapprima
l'ordine in cui si allineano le distinte subunitiaaghinoacidi in quanto anche un solo cambio nella
posizione di un aminoacido all'interno della molacpuo cambiare la funzionalita della proteina.
Sanger ruppe cosi le molecole di insulina in framtine le collocé nuovamente insieme come i
pezzi di un puzzle. La rottura completa della molacserve per identificare gli aminoacidi che la
compongono, perd non dice nulla riguardo a come sadinati. In secondo luogo utilizzando

mercatori, enzimi proteolitici, frazionando piu tela molecola e lavorando in particolar modo sui
ponti disolfuri, Frederick Sanger e i collaboratsecoprirono la struttura dell'insulina. Grazie alle

sue scoperte egli venne insignito con il premio &lgier la medicina nel 1955.

Gli esperimenti avvenuti in seguito si susseguevamplto velocemente e riguarderanno lo
sviluppo dell'insulina come farmaco. A partire daBintesi dell'insulina eseguita in laboratorio
tramite tecnologia genica (avvenuta per la primbiavoel 1964-65 quasi contemporaneamente in
Europa, Cina e Stati Uniti) inizia uno sviluppo aio al perfezionamento del farmaco per le diverse
esigenze della terapia insulinica.

6. SVILUPPO DI TECNICHE DI PRODUZIONE DELLINSULINA
COME PREPARATO FARMACOLOGICO

L’insulina ha una storia che dura poco piu di 6(iahe scoperte su questo farmaco si sono
succedute in modo piuttosto veloce e si puo diee agunesto sviluppo € stato possibile soprattutto
alla tecnologia, o meglio alla biotecnologia. Dggigo saranno esposti i momenti piu importanti
dell’evoluzione dell’insulina usata come farmaco.

6.1.L’insulina di origine animale

Prima degli anni ottanta tutti i preparati insutinindustriali venivano prodotti grazie al pancrelas
bovini e di suini, ma era un processo di estrazatneastanza complesso. La quantita di insulina e
infatti molto scarsa (250 unita di insulina dal p@as di un solo maiale, quantitativo sufficiente p
circa 6 giorni) e per produrre un flaconcino ci koo circa sei mesi. Inoltre, le insuline di ongi
animale contengono impurita che provocavano intatize e reazioni allergiche. Le fasi di
purificazione necessarie sono inoltre abbastangtse. Si e riusciti a produrre insulina di qualita
pura ( detta monocomponente = MC) solo a partitd 9a3.

fig. 12: confronto fra due molecole di insulina, laprima di maiale a sinistra e la seconda umana a dega. Esse
differiscono solo per un amminoacido all’estremitaC-terminale della catena B, per questo €& stata usat
inizialmente l'insulina di maiale per curare persore affette da diabete.

Fonte: it.wikipedia.org
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6.2 L’insulina umana

Dal 1980 si € sviluppato un procedimento commegqiar la produzione di insulina umana grazie
alla trasformazione semisintetica dell’insulinaodigine suina. Cio significa che l'insulina ricasat
dal pancreas del maiale é stata modificata mediamtereazione chimica, creando cosi I'insulina
umana monocomponente, identica all'ormone natw@léiomo.

6.3La produzione d’insulina mediante la tecnologia geica

La maggior parte dei preparati insulinici, attuahtee vengono preparati tramite tecnologia genica.
L’insulina € il primo prodotto farmaceutico, asseral’ormone della crescita, ad essere stato
ottenuto con l'uso della tecnologia del DNA ricomdnnte. Prima del 1982 le principali fonti di
insulina erano, come gia detto, suini e bovini @rati dalle macellerie perché questa insulina e
chimicamente simile a quella umana. Essendo penddemtica questo provocava effetti secondari
dannosi in alcune persone. Grazie all'ingegneri@etiea si € risolto questo problema sviluppando
batteri che possono sintetizzare e secernere masufhana.

Nei processi produttivi biotecnologici si usano &dule di lievito che vengono “programmate” per
produrre proteine con la stessa struttura di quetiana, sia dei batteri (normalmente della specie
E. col) che ricevono informazioni dai geni per la produa di insulina umani che vengono
immessi nei loro plasmidi (DNA circolare battericduesto procedimento funziona nel modo
seguente (qui viene descritto il procedimento ttarnatteri):

fig. 13: tecnica di ricombinazione
genetica.

Fonte:
http://194.119.197.4/~alcaro/biofar
ma/aa_99 00/tesinel/insulina/Imagel

67.qif

si isola il gene dell'insulina e un plasmide,

si tagliano entrambe le sequenze con lo stessoandii restrizione che crea delle estremita
coesive sia nel DNA che nel plasmide,

il segmento di DNA viene mescolato col plasmiddi#g. Le basi azotate delle estremita
coesive del plasmide si appaiano con quelle dstiemita complementari del frammento di

DNA dell'insulina,

I'enzima DNA-ligasi unisce mediante legami covaiémtdue molecole di DNA.
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Il risultato € un plasmide ricombinante che viemgerito in un batterio e se le condizioni ambiental
sono buone, il batterio prelevera il DNA plasmidico

In questo schema il procedimento & esemplificatoimiportante dire infatti che la sintesi
dell'insulina é attuata partendo dalla sintesi safaadelle due catene peptidiche A e B che vengono
in un secondo tempo unite con ponti disolfuro #&g.

Vi e anche un secondo metodo nel quale si sintetima molecola identica a quella della
proinsulina che puo venire impiegata come tale oppaottoposta all'azione enzimatica con
scissione del peptide C (il peptide di connessitige)

A questo punto i batteri vengono messi in grandbaei (bioreattori fig.14) insieme ad una
soluzione nutritiva e in condizioni ambientali id@nalla loro crescita. Queste cellule rilasciano
linsulina prodotta nella soluzione nutritiva, daid’insulina deve essere poi esclusivamente
estratta. L’insulina ottenuta € molto pura e coa simuttura identica a quella umana.

fig. 14: bireattori dove avviene la produzione dinsulina
Fonte:
http://www.crab.abruzzo.it/images/impianti/bioreattore15

Obis.jpg

Questo schema puo ben riassumere i due procgasidlizione dell’insulina:

fig. 15. i due metodi odierni (anche se
molto piu utilizzato il secondo) di
produrre insulina. Il primo a sinistra
tramite modificazione enzimatica
dell'insulina di maiale, e la seconda
tramite la tecnologia del DNA
ricombinante in sistemi batterici.

Fonte:
http://www.torinoscienza.it/dossier/apri

?0bj id=8203
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6.4 Nuovi tipi di insulina (ovvero gli analoghi dell'insulina umana)

Lo scopo della ricerca e di sviluppare dei prepanatlinici che presentino una migliore efficacia
fisiologica e che mirino a un migliore controllolideglicemia. Questo ha portato allo sviluppo degli
analoghi dell'insulina umana. Per fare agire l'iivsa in modo che riproduca al meglio I'azione
propria dell’organismo, vengono modificate alcumaetipdella struttura proteica dell'insulina umana
prodotta. Questi analoghi si basano sulla duratalla velocita di azione dell'insulina in grado di
riportare piu facilmente la glicemia di una persoo@n un metabolismo degli zuccheri a
concentrazioni normali. Questi analoghi prendonondme di insulina ultralenta e insulina
ultrarapida.

fig. 16: struttura di un dimero e di un
esamero di insulina.

Fonte:
http://www.minerva.unito.it/Storia/insulin
a/lnsulinaStruttura.htm

Le molecole di insulina in soluzione hanno la termdea formare dimeri (fig.16) perché vi sono
legami a idrogeno tra i residui C-terminali deliene B e, in presenza di ioni zinco, questi dimeri
di insulina tendono ad associarsi formando deghinesi. Queste interazioni hanno importanti
conseguenze cliniche perché i monomeri e i dimiéieretdono rapidamente nel sangue, mentre gli
esameri lo fanno meno efficacemente. Le preparadioinsulina regolare usate per il trattamento
dei diabetici hanno un elevata percentuale di edageolo ogni singola molecola di insulina é
biologicamente attiva, cosicché, per renderla attiorganismo deve prima interrompere i legami
tra le sei molecole di insulina. Le singole molecdlventano cosi disponibili nel giro di circa 30
minuti. Per questo, lindustria farmaceutica ha isecdi utilizzare I'insulina ricombinante
cambiando i risvolti di lisina e prolina C-termindlisina & rappresentata dalla scritta “Lys” e
prolina da “Pro”) delle catene B: questo riducegdadenza a costituire dimeri ed esameri ma non
altera il legame insulina-recettore e linsulinazia ad agire appena iniettata (fig.17). Questa
insulina & un’analoga che prende il nome di ulpatta ed un esempio € l'insulina Lispro®.

[C-terminuz of B chain]

Human
Insulin j@@@ TW:'_%E”_
Insulin
Lispro }T}" E'D_H

fig. 17: confronto fra la sequenza degli amminoacid
Fonte: http://www.minerva.unito.it/Storia/insulina/InsuéiStruttura.htm
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Le insuline ultralente funzionano invece in modeedso: sono
modificate grazie alla tecnologia del DNA ricomdnnte per
avere un’azione costante (che duri 12 o 24h) ettaen
lentamente nella circolazione sanguinea. Esistdne tipi:

detemir (di durata 24h) e glargine (di durata 12h)

Nella glargine e stata attuata la sostituzionéagglaragina con
la glicina nella posizione 21 della catena A @djmnta di due
arginine nell'estremita terminale C della caten@ds2). Questo
consente, grazie alla presenza di zinco, unaatirzztazione. In
guesto modo, al contrario dell'insulina ultrarapid si

formeranno molti esameri che, uniti, daranno luagoristalli

che permetteranno un assorbimento lento dell'inaul

fig. 18: cristalli di insulina che si formano in unpreparato lento.
Fonte: http://it.wikipedia.org/wiki/Insulina

Nell'insulina detemir, invece, si € modificatankiulina umana
mirando ad un’auto-associazione degli esamernsiilina per
formare coppie di esameri e a creare un legamersiie
dell'insulina con l'albumina (fig.19) e ci0 cortitiisce a
rallentare ulteriormente il passaggio dell'insalverso i tessuti.

fig. 19: struttura dell'albumina, proteina contenuta nel plasma sanguineo.
Fonte: http://gl.wikipedia.org/wiki/Albumina
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7. IL DIABETE: PROBLEMI DI INSULINA E DI GLICEMIA

7.111 metabolismo degli zuccheri nei soggetti affettda diabete mellito

L’'organismo delle persone affette da diabete nomdgce insulina o ne produce in quantita
insufficiente. La glicemia non puo essere mantemuii#o stretti limiti e continua ad aumentare
perché lo zucchero che viene assunto grazie atiéaltazione non é assimilato dalle cellule e
rimane nel sangue. Il sangue circola anche neiat@io filtrano dividendolo dai prodotti di scarto
In caso di diabete la glicemia puo salire con fi@ceéntro certi valori ed i reni lo riconoscono @m
“prodotto di scarto”. Il valore glicemico in corpendenza del quale i reni iniziano a eliminare lo
zucchero attraverso l'urina si aggira intorno ar@ol/l (180 mg/dl), ed e chiamato “soglia renale”.
Da qui proviene il nome diabete dal gratiabetesche significa “sifone” (per la quantita notevole
di urina emessa dal paziente come da un sifonajijpgne la quantita di zucchero in eccesso).
Quando si parla di diabete ci si riferisce al dtabmellito (dal latinomellitus che significa dolce
come il miele, chiamato cosi dagli antichi greai laepresenza di urine dolci), esiste infatti utral
patologia molto diversa chiamata diabete insipidardtterizzato invece da urine abbondanti e
astenuria, cioe una minore capacita da parte deldeconcentrare I'urina). Vi sono principalmente
due tipi di diabete che vengono curati anche inardiderso, ma il principio € sempre quello di una
errata 0 assente produzione di insulina, ci0 chierakna un innalzamento della glicemia. |
principali tipi di diabete sono due: uno di tipaX'altro di tipo 2. Ve ne e anche un terzo ché é i
diabete gestazionale, ma in questo lavoro non tsati@to perché riguarda le donne incinta ed e
un’anomalia molto spesso momentanea che richiddarsalcuni casi assunzione d’insulina.

Il problema del diabete mellito € che si instauratele complicazioni a lungo periodo che
riguardano I'apparato vascolare e neuronale. Ss@us infatti verificare nefropatie e cancrena
degli arti inferiori a causa di continui sbalziagimici. Oggigiorno si riescono ad affrontare questi
problemi con farmaci che agiscono in stadi predatia malattia che causano pero rilevanti effetti
secondari.

7.2l diabete tipo 1

Il diabete tipo 1 € una malattia autoimmune nellalg i linfociti T (un tipo di cellule del sistema
immunitario) attaccano e distruggono le celluleab#¢l pancreas. Di conseguenza, questo organo
non puo piu produrre sufficienti quantita di insalie lo zucchero si accumula nel sangue. Ne
vengono colpite normalmente persone al di sottal8eanni di eta (per questo motivo viene anche
detto diabete giovanile) e chi ne é colpito dev&agere insulina con regolarita, in genere tramite
iniezioni. L’insulina che il paziente dovra assueneée identica o molto simile all’insulina prodotta
dal pancreas ma vi € una differenza sostanziafesulina rilasciata dal pancreas e quella iniettata
sono veicolate nel sangue in modo diverso. In weragna sana le cellule del pancreas rilevano la
glicemia liberando direttamente nel sangue picaplantita di insulina che agiscono per pochi
minuti e questo succede ogni qualvolta il corpoessita di abbassare la glicemia. | soggetti affetti
da diabete devono, invece, iniettarsi insulinayparsottocutanea, da dove poi viene continuamente
rilasciata nel sangue. Questo tipo di insulinaahtbente in commercio € ottenuta per mezzo di
batteri geneticamente modificati. L'insulina vieassimilata indipendentemente dal valore della
glicemia e cio rende difficile controllarla semprerrettamente. L'insulina va regolata in modo
diverso a seconda del paziente e del suo stileitai nche la dieta va tenuta sotto controllo
cercando di non mangiare zuccheri troppo velocie (elizino quindi troppo bruscamente la
glicemia) e controllando la quantita di carboidrassunti. Esso costituisce il 10-15% dei casi di
diabete mellito.
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7.2.1.Come avviene la distruzione delle cellule beta

Nel diabete tipo 1 o insulino-dipendente si avwiapiegabilmente un processo patologico e una
successiva risposta inflammatoria delle isole peat@whe (dette anche insulite). Questa
inflammazione provoca un’alterazione delle cellbtta del pancreas che per questo motivo non
vengono piu riconosciute come parte dell’organighabsistema immunitario. Il sistema di difesa
innesca, di conseguenza, una risposta immunitarimégglio autoimmunitaria) diretta contro gli
intrusi, in questa caso le cellule beta alterdte, lta il compito di distruggerle. Questi auto-ao ic
sono il primo segnale del diabete mellito di tipo 1

fig. 20: descrizione grafica della distruzione ded cellule beta
Fonte: http://www.airone-team.it/convegni/2000/images#hitijpg

Gli stadi della malattia riconosciuti sono sei asdi seguito descritti:

1- predisposizione genetica, condizione necessariaanaufficiente per lo sviluppo del diabete;

2- eventi scatenanti, che danno origine al processmramune nei confronti delle cellule beta;

3- le cellule beta vengono aggredite;

4- non si osservano ancora manifestazioni cliniche,smeerifica un progressivo declino della
secrezione insulinica in risposta alla somministnae di glucosio endovena (IVGTT);

5- compare la ridotta tolleranza alla somministragiorale di glucosio (OGTT);

6- la malattia diventa clinicamente evidente e viogg produzione di insulina ma, dopo un
periodo pit 0 meno lungo, si manifesta la distroeiai tutte le cellule beta, con assoluta
mancanza di insulina.
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7.3l diabete tipo 2

Il pancreas dei soggetti con diabete di tipo 2 peedancora dell’insulina; vi &€ pero presente una
resistenza che si traduce in un fabbisogno maggielfa stessa. Si manifesta spesso dopo i 40 anni
ed insorge perché le cellule non sono in gradasgondere in maniera adeguata all’insulina: i siti
del recettore insulinico di membrana diventano nsgali all'insulina circolante. Questo é
particolarmente evidente nei tessuti muscolargyasdi, epatico e del cervello. Per far fronte a tale
situazione l'organismo produce piu insulina (ipgwimemia) e va incontro ad una sindrome
caratterizzata da diabete mellito tipo Il (insulesistente), sovrappeso, disturbi al cuore,
invecchiamento delle arterie ed ipertensioRer questo motivo la cura principale consiste in
un’alimentazione equilibrata, un ridotto contendiograssi ed a una maggiore attivita fisica per
mantenere una glicemia piu stabile e dei valoprdssione sanguinea idonei. Le complicanze sono
dovute, infatti, spesso a malattie del sistema igeirdolatorio ed anche a problemi alle reti
neuronali. Quando pero la glicemia troppo alta@ampagnata da ipertensione e ipercolesterolemia
si parla di sindrome metabolica e vengono anchecptie pastiglie per I'abbassamento della
pressione arteriosa e dei valori del colesteroti 8ambiamenti alla dieta e allo stile di vita non
riescono ad abbassare sufficientemente la glicesnida ricorso degli antidiabetici orali che si
distinguono in:

1. sulfoniluree e glinidi (per esempio repaglinidglieste sostanze sono somministrate per via
orale e stimolano la produzione di insulina nel ggaas. Esse vengono rapidamente
assorbite e si legano all’albumina per poi veniegaholizzate nel fegato ed essere escrete a
livello renale. Un esempio sono le repaglinide ¢eginide (per esempio la prima puo
essere di Starlix® e la seconda di Prandin® fige 2iy.22).

fig. 21: struttura chimica di repaglinide. Essa spresenta fig. 22: struttura chimica di nateglinide & una
come una polvere bianca con formula & Hzg N, Oy polvere bianca con formula GgH,/NO3 e peso
e un peso molecolare di 452.6 Da. molecolare3di7.43 Da.

2. biguanidi e thiazolidinedionda metformina (fig.23), I'unica biguanide dispbite, esercita
la sua azione in modo particolare riducendo la @ieogenesi e aumentando ['utilizzo
periferico del glucosio; poiché agisce solo in pres di insulina endogena, é efficace solo
nei pazienti diabetici con una funzione residudedetllule beta pancreatiche. Un effetto
simile ha la tiazolidinedione (fig.24).

NH NH

NOE

fig. 23: struttura chimica di metformina fig. 24: struttura chimica di tiazolidinedione che si preseta
che si presenta come una polvere come una polvdrianca cristallina con formula
bianca con formula C,3H ,3CIN ;0 5S €H20N,03S*HCI e un peso molecolare di 392.90 Da.

e peso molecolare di 494.01 Da.
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3. Iinibitori della glicosidasiil piu usato é I'acarbose (fig.25), un inibitatell'alfa glucosidasi
intestinale che ritarda la digestione e I'assorbitoedi amido e saccarosio. Ha un modesto
ma significativo effetto nel ridurre la glicemiaveene usato da solo o in associazione alla
metformina o alle sulfoniluree una volta accertatioro inefficacia.

fig. 25: struttura dell'acarbose che ha formula GsH43NO1g € peso molecolare di 645.61 Da.

Vi sono altri tipi di antidiabetici ma questi sonprincipali e i piu conosciuti usati al momento.
Se la glicemia non viene abbassata in modo sodeéisfa grazie agli antidiabetici orali si ricorre
all'insulina prodotta per via industriale.

7.4 Possibili cause del diabete

Bisogna prima di tutto dire che le cause della thalaon sono ancora conosciute in modo preciso.
Nell'insorgenza del diabete mellito si considergmed molteplici fattori: ereditari, alimentari,
igienico-ambientali, infettivi, tossici, traumati&ssi non hanno pero uguale importanza.

Si é osservato che nel diabete di tipo 2 lI'insorge@ molto piu lenta rispetto a quella di tipo 1 e
contribuiscono ad essa fattori quali I'obesita, f@ncanza di esercizio fisico e una dieta
eccessivamente ricca di zucchero. Alcuni scienzi@ngono che lo zucchero evochi una continua
presenza di insulina che le proteine recettoriali lpnsulina sulle cellule bersaglio letteralmeste
usurano con una rapidita maggiore di quella corpossono essere rimpiazzate. Recentemente si €
perd messa in dubbio questa ipotesi dalla scopdrtale cellule beta secernono non soltanto
insulina, ma anche un’altra proteina detta amili@a.si chiede allora se sia la concentrazione
relativamente alta di amilina a sopprimere la captee di glucosio da parte delle cellule bersaglio.
Se fosse cosi forse la soluzione al problema dddedée tipo 2 potrebbe essere creare un farmaco
capace di controllare I'amilina.

Per il diabete di tipo 1 invece, hanno molta impoz&a le malattie infettive che possono alterare le
funzioni endocrine del pancreas (sifilide, parogf@demica o orecchioni) ma anche scarlattina,
un’influenza, una polmonite, un’infezione intestmaSi preferisce perd pensare che il diabete
insorga a causa di una predisposizione costitulgagia esistente e che queste malattie siano solo
la causa scatenante. Alcuni casi di diabete sorsmrtin anche dopo delle intossicazioni
(intossicazione da piombo, etilismo, tabagismo msipe intossicazione da anidride carbonica). Si
pensa che queste sostanze tossiche possano derermim insufficienza funzionale o particolari
alterazioni degenerative del pancrelasalcuni casi sembra anche che traumi abbian@isat la
malattia. In generale, per la maggior parte dei sigsud quindi dire che esiste una predisposizione
costituzionale di natura quasi sempre ereditaii@ écdimostrato dal numero di famiglie in cui vi
sono casi di diabete fra individui consanguineiadgredita diretta € di circa un quarto dei casi).
Probabilmente questa predisposizione consiste & aongenita debolezza o vulnerabilita del
pancreas. Questo rende quindi I'organo piu facibmeattaccabile dai fattori scatenanti della
malattia. All'insorgere del diabete si pud pensahe questa persona fosse gia predisposta in
gualche modo ad ammalarsi e che il fattore scateravbia solo contribuito al manifestarsi della
malattia.
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Di seguito é rappresenta una tabella che ci dalea’della relazione tra ereditarieta e diabeten (co
* @ compreso anche il diabete tipo 2)

Se gemello monocoriale diabetico 1:2
Se entrambi genitori diabetici* 1:4
Se un genitore diabetico* 1:15
Se un fratello diabetico 1:33
Se un fratello diabetico e HLA-identico 1:2

Tab. 1: probabilita di sviluppare il diabete tipo 1 secondo Craig (1990).

Si é notata questa insorgenza nell’ambito delleigaendi bambini diabetici. Si puo quindi attuare
della prevenzione nel periodo preclinico di latesravegliando dei potenziali “soggetti a rischio”.
Se infatti il diabete non si riconosce repentinat@em e rischio di andare incontro a complicanze di
salute che possono arrivare sino alla morte.

7.4.1.Recente studio genetico sull'insorgenza del diabetk tipo 1

Da queste intuizioni, alcuni scienziati australigoidati dal Dr. Grant Morahan d&Valter and
Eliza Hall Institute of Medical Research Melbourne, hanno fatto una scoperta genetieaagre

la strada sulle possibili cause d'esordio del dalresulino-dipendente. Essi hanno lavorato sulla
base delle informazioni genetiche disponibili n&li'stralian Type 1 Diabetes DNA Reposit@upa
sorta di archivio genetico delle famiglie austnadiacon precedenti di diabete tipo 1) scoprendo che
le persone che presentano una variante particdlanae gene che produce una sostanza chiamata
interleuchina 12, hanno la probabilita di svilugpdrdiabete di tipo 1 quando questo gene viene ad
interagire con altri geni e fattori ambientali. @teenon portera a trovare una cura al diabete né
conferma ancora una causa definitiva al diabetepmolbabilmente potra evitare di averlo a milioni
di persone potenzialmente a rischio. Queste perpotenzialmente a rischio potrebbero infatti
fermare la risposta auto-immunitaria tramite urpprato farmacologico.

7.5Come viene diagnosticato il diabete

| primi segni della malattia (piu accentuati nedlakte di tipo 1) sono:
- debolezza;

- forte desiderio di dolci;

- molta sete e persistente;

- frequente stimolo ad orinare;

Se sono presenti questi sintomi e magari vi € anocheaso in famiglia, € generalmente consigliato
richiedere un controllo dal medico. | test diagmsti basano principalmente sull’intolleranza al
glucosio. Se si sospetta un diabete di tipo 2 togin soprastanti sono attenuati e il paziente e
sottoposto a un test che consiste nel misurar@ak® glicemico a intervalli di tempo prestabiliti.

un diabete di tipo 1, invece, si controlla il pgsbe in questo caso si sara abbassato dato che
verranno impiegate le riserve adipose e muscokrcarpo non essendo disponibili gli zuccheri) e
si controllano le urine. Nell’'urina ci si aspetta alto tasso di glucosio ed anche un alto tasso di
chetoni (che evidenzierebbero I'utilizzo di risede corpo in sostituzione agli zuccheri, dunque la
gluconeogenesi).
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7.6 Epidemiologia del diabete mellito

fig. 26: i milioni di casi di diabete nel mondo nel2000 e le proiezioni per il 2030, con le percentliadei
cambiamenti (dati da Wild e al.)
Fonte: www.progettodiabete.org/expert/images/el 268.qgif

In fig.26 si evidenzia come vi sia un chiaro aurnettitdiabete in tutti i paesi industrializzati, siia
diabete tipo 1, ma soprattutto di quello di tipoL2ODMS parla di vera e propria “epidemia” in
merito al diabete di tipo 2: le proiezioni a livelnondiale indicano la triplicazione dei casi. Aach
per il diabete tipo 1 molti dati evidenziano un @&amo (circa il doppio per ogni generazione in
guesti casi). Da come si nota nellimmagine e n#dleelle sottostanti il diabete € una malattia
mondiale che va tenuta sotto controllo soprattp¢iché sta aumentando in modo preoccupante.

Area geografica Numero di diabetici
(di eta compresa trai 20 e i 79 anni)

Asia sud-orientale 49.0 milioni

Pacifico occidentale 45.9 milioni

Europa 32.2 milioni

Nord America 21.4 milioni

Mediterraneo Orientale e Medio Oriente 14.2 milion

Sud e Centro America 11.3 milioni

Africa 2.5 milioni

Tab. 2: numero di diabetici e relativa distribuziore nel mondo.
Fonte: International Diabetes Federation (IDF), 20Q

Numero di persone con diabd€g®-79 anni) 177 milioni
Prevalenza di diabete stimg20-79 anni) 5.2%
Numero di persone con diabete di tipqtadtti i gruppi di| 5.3 milioni
eta)

Prevalenza di diabete di tipo 1 stimétatti i gruppi di eta) | 0.09%

Tab. 3: la prevalenza del diabete nel mondo.
Fonte: International Diabetes Federation (IDF), 20Q
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In generale si osserva che per quanto riguardesgcsil diabete dimostra una certa preferenza per
guello maschile. Il diabete € inoltre una malatiitutte le eta, ma la sua “curva di frequenzatha
andamento tipico: relativamente bassa nell'infanaianenta poi progressivamente nella puberta e
nella giovinezza (questi casi si riferiscono abaie di tipo 1) e raggiunge la sua punta massiaa tr
i 40 e i 60 anni (questi casi riguardano invecdidbete di tipo 2), scendendo poi subito dopo.
Riguardo invece la frequenza del diabete nelleevamie, si ritiene che esso sia relativamente piu
frequente negli israeliti e che si presenti pitanaente nelle persone di colore e in quelle di
carnagione bianca.

7.7 Stime e proiezioni sulla diffusione del diabete iEuropa

Nella seguente tabella si possono osservare lespyeivnel 2030 in Europa che ci suggeriscono la
rapiditd dell’laumento dei casi. Vedendo una tabdilauesto tipo si puo cercare di indirizzare
quindi meglio le informazioni riguardanti la malate i sintomi, fare delle campagne pubblicitarie
in merito, trovare dei sistemi migliori per farerigare i farmaci li dove vi € necessita e si puo
soprattutto indirizzare la ricerca studiando leedbe popolazioni e le relazioni genetiche di
parentela.

Nella tabella sono raggruppati il diabete tipo 4 &ssieme e bisogna pensare che quello di tipo 2 é
molto maggiore rispetto a quello di tipo 1. | dawidenziati in rosso sono relativi al numero diicas
attuali elevato, ma bisogna considerare che gudipende anche dalla quantita di abitanti di un
paese: vi sono paesi piu popolati di altri e disgmuenza il numero generale dei casi € elevato.

Paese 2000 2030
Albania 86081 | 191436
Andora 5730 18103
Armenia 119651 205837
Austria 238930 | 366120
Azerbaijan 336981 | 73289%
Belarus 735031 | 818017
Belgium 317342 461439
Bosnia and Herzegovina 110656 | 17995&
Bulgaria 471501 | 55271€
Croatia 154596 @ 18025&
Czech Rep. 336306 | 441202
Denmark 156505 | 23242¢
Estonia 45957 | 42968
Finland 158580 239282
France 64544;1.
Georgia 200455 | 223350
Germany 770815
Greece 853246 1077022
Hungary 332930 | 375942
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Iceland
Ireland
Israel

Italy
Kazakstan
Kyrgyzstan
Latvia
Lithuania
Luxembourg
Malta
Monaco
Netherlands
Norway
Poland
Portugal
Republic of Moldova
Romania
Russian Federation
San Marino
Slovakia
Slovenia
Spain
Sweden
Switzerland

Tajikistan

The Former Ygoslav Republic c53944

Macedonia
Turkey

Turkmenistan

Ukraine

6198 11745
85787 | 156835
256696 | 499825

(@2520365873724

452337 | 668293
98314 | 222245
81922 | 89650
113946 | 14638&
12057 | 21193
39177 | 57368
2198 3435
425676 | 719753
129759 | 20653%

1133646154064
662283 | 88242¢
170709 | 31168¢
10922121807974
2320153
1960 3467
152714 | 220012
65588 | 86809
751632
291908 | 404414
218646 | 336029
93491 | 245974

84397

(7519608396772

39685 | 222374
16366631641580

/

.

United Kingdom of Great Britain g 1804943266588

Northern Ireland
Uzbekistan

Yugoslavia

429577 | 1164604
323547 | 39292C

Tab. 4: quantita dei casi di diabete nei paesi eupei nel 2000 e rispettiva previsione per il 2030.
Fonte: http://www.progettodiabete.org/indice ie1000.html?gpert/el 206.html
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8. USO FARMACOLOGICO

8.1 Fabbisogni giornalieri

La produzione d’insulina da parte di una persomasamagra é di 18 - 40 unita al giorno, pari a
circa 0,2-0,5 U/kg di peso corporeo al giorno. €idla meta di questa quantita di insulina
rappresenta lo stato basale e circa la meta insiapai pasti. Percio, la secrezione basale eapari
circa 0,5-1U allora. Dopo un carico di glucosior pga orale, la secrezione di insulina puo
aumentare sino a 6 U all’ora perché la glicemi@za velocemente in poco tempo (il glucosio entra
nel sangue rapidamente essendo uno zucchero sejrgdi@ necessaria una dose di insulina elevata
che ripristini i livelli ematici normali.

Per una persona diabetica, invece, il quantitadivimsulina dipende da diversi fattori quali I'eth,
peso, il movimento, la quantita di cibo assimildtmante il giorno, ma mediamente si calcola che si
dovrebbero usare tante unita di insulina al giarnanto € il peso di questa persona.

8.2 Preparati insulinici

L’insulina usata attualmente ha una struttura msittwile a quella dell'insulina umana allo scopo di
riprodurre al meglio I'azione dell'insulina dell'ganismo di una persona non affetto da diabete, ma
come abbiamo gia visto, vi sono anche degli analdgéfinire comunque l'insulina biosintetica
umana un farmaco sarebbe quindi improprio. Essa @lemento fisiologico umano riprodotto
artificialmente in laboratorio (ed eventualmenté modificato).

| preparati che oggi troviamo disponibili nellerfaacie si presentano non come semplice “insulina
in acqua”, ma sono dei speciali preparati insulicien altre sostanze che hanno il compito di
aggiustare il pH della soluzione per ridurre lezieai che potrebbero avvenire al momento
dell'iniezione e di seguito nell’assorbimento degta.

Tutte i preparati insulinici sono forniti oggi a pie¢utro, il che migliora la stabilitd e permette la
conservazione a temperatura ambiente per tempiupighi. La somministrazione sottocutanea
dell’insulina tramite iniezioni differisce dalla@ezione fisiologica dell’ormone almeno sotto due
aspetti principali:

- la cinetica dell’assorbimento che e relativareeleinta e percio non riproduce il rapido
aumento e la rapida diminuzione della secreziotiéndailina in risposta all’ingestione di sostanze
nutritive in condizioni fisiologiche;

- I'insulina diffonde nella circolazione perifeadnvece di essere liberata nella circolazione
portale (tramite la vena porta); non vi e quindiffiétto preferenziale dell'insulina secreta sui
processi metabolici del fegato.

| grafici di seguito (fig. 27, 28, 29, 30) corrisgiono a valori medi (dati provenienti dal lityaida
diabeticg perché l'azione dell'insulina pud dipendere daedsi fattori (come dove viene fatta
l'iniezione, dalla circolazione sanguigna, dal nbelesmo, dall'attivita fisica o dal dosaggio),
quindi questi valori non devono essere considemtie assoluti.

La combinazione dei diversi preparati di insulinpethde dalla scelta della terapia da seguire che
consiglia il medico. Di seguito espongo le caradtehe cinetiche che differenziano queste
insuline.
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8.2.1.Preparati insulinici veloci

8.2.1.1. Insulina umana/insulina rapida (o insulina umana)

Un esempio di insulina rapida pud essere Actrapiff®incipio attivo: Insulina umana
monocomponente, biosintetica da DNA ricombinant&ptta inSaccaromices cervisiae

E una soluzione limpida perché l'insulina & diszia viene utilizzata per regolare la glicemia dopo
un pasto. Va iniettata dai 30 ai 15 minuti primangingiare.

efficacia

T 1 1 T T T 1 h

0 24
fig. 27: efficacia dell'insulina rapida. Essa iniza ad agire dopo 30 minuti e ha il suo picco d’aziantra un’ora e
tre dopo I'iniezione. L'azione finisce dopo 8 ore.

8.2.1.2. L’analogo dell'insulina rapida

Un esempio di questo tipo di insulina € NovoRapi@®incipio attivo: insulina aspart da DNA
ricombinante, prodotta d&accharomyces cerevisjae anch’essa € una soluzione limpida. A
contrario di Actrapid® pud essere iniettata dinmate prima di un pasto, perché molto veloce.
NovoRapid® riproduce I'insulina propria dell’orgamo che viene emessa ai pasti in presenza di
un metabolismo normale. In questo modo la glicemign aumenta in modo drastico dopo
'assunzione del cibo e, come si vede dal grafieffjcacia finisce gia dopo 3-5 ore, influendo cos

in poco tempo e maggiormente in contrapposiziorghalosio assunto grazie al pasto che entra nel
sangue.

efficacia
I

1 1 | h
0 24

fig. 28: efficacia dell'analogo dell'insulina rapica. Essa inizia ad agire dopo 15 minuti e ha il sugicco d’azione
tra 30 minuti e un’ora e mezza dopo l'iniezione. LAzione finisce tra le tre e le cinque ore.
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8.2.2.preparati insulinici lenti

8.2.2.1. l'insulina umana lenta

Un esempio di questo tipo di insulina puo essdresiilatard® (principio attivo: insulina-isofano
protamino HM). Questa insulina si presenta a fodnexristalli in soluzione che le conferiscono un
aspetto lattiginoso. E associata ad una formargiulina isofano” ed agisce per questo in modo
lento venendo assorbita in piccole quantita quaratstalli si disciolgono in modo graduale sotto
la cute. Insulatard® deve sempre essere miscet@aratamente prima dell'iniezione perché i
cristalli si depositano nella fiala creando un seghto bianco. Se i cristalli non sono miscelati
uniformemente nel liquido, l'insulina potrebbe a&gin modo troppo forte o troppo debole. Per
rallentare I'azione dell’insulina una sostanza efene usata €, per esempio, la protammina di
pesce. L’insulina umana lenta viene anche chianregalina alla protammina o insulina NPH
(Neutral-Protamin-Hagedorn che proviene dall'inegatdi questa insulina che € H.C.Hagedorn).

efficacia

0 24

fig. 29: efficacia dell'insulina umana lenta. Ess#nizia ad agire dopo un'ora e mezza e ha il suo pio d’'azione tra
le 4 e le 12 ore dopo l'iniezione. L'azione finiscgéopo 24 ore.

8.2.2.2. Analogo dell'insulina umana lenta

Un esempio € Levemir® (principio attivo: insulinatémir). Si presenta come una soluzione
limpida ed e costituita da una molecola di insuliegata ad una catena di acidi grassi. Grazie a
guesta conformazione le singole molecole si unisdoa loro e, in piu, le molecole si legano alle
albumine (proteine del plasma sanguigno prodottdedmto presenti ovunque nell’organismo) per
poi slegarsi da sé dopo un certo lasso di tempestmeccanismi permettono di rallentare I'azione
del farmaco in modo molto omogeneo e l'efficacidl’idsulina € molto affidabile, poiché poco
influenzabile da altri fattori (ad esempio I'att@ifisica).
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fig. 30: efficacia dell'analogo dell'insulina umanalenta. Essa inizia ad agire dopo un’ora e ha il supicco
d’azione tra le 3-4 e le 14 ore dopo l'iniezione.’&zione finisce dopo 24 ore.

8.2.3.Preparati insulinici ad azione mista

Esistono delle miscele di insulina lenta e rapiarnaloghi dell’insulina lenta e rapida) che hanno
la funzione di diminuire le iniezioni di insulinQuesto metodo somma I'azione delle due insuline e
conviene se il paziente deve farsi molte iniezienisufruire dei due tipi di insulina allo stesso

momento, ma richiede pero piu regolarita da pagtgdziente.

8.3Le insuline piu diffuse

Esistono molti tipi di insulina ma nella tabellasd#iguito (tab. quelle piu diffuse sul mercato, ton
dati inerenti tipo, il produttore, e la cineticdl@ssorbimento.

Tipo
Glulisina
Aspart
Lispro
Glargina
Detemir
Rapida

Intermedia

Protratta

Ultralenta

Nome Produttore Inizio effetto Durata Picco
Apidra sanofi-aventid5 min
Novorapid Novo Nordisk5 min
Humalog Lilly 15 min 2-4 ore 1 ora
Lantus sanofi-avent®0 min 20 ore n.a.
Levemir Novo Nordisk max 24 orgs-8 ore
Actrapid HM | Novo NordisBO min 6-8 ore 2-5 ore
Humulin R Lilly 30 min 5-7 ore 1-3 ore
Bio-Insulin R | Guidotti 30 min 5-7 ore 1-3 ore
Protaphane HWMlovo Nordisk1-2 ore 18-20 ore| 3-12 ore
Humulin | Lilly 1-2 ore 18-20 ore| 2-8 ore
Bio-Insulin | Guidotti 1-2 ore 18-20 ore 2-8 ore
Ultratard HM | Novo NordisR-4 ore 26-28 ore| 8-22 ore
Humulin L Lilly 1-2 ore 18-20 ore| 2-8 ore
Humulin U Lilly 2-4 ore 24-36 ore  8-18eD
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Premiscelata 10/90 umana| Actraphane NiVo Nordisk

Humulin Lilly
Bio-Insulin Guidotti
Premiscelata 20/80 umana| Actraphane NiVo Nordisk
Humulin Lilly
Bio-Insulin Guidotti
Premiscelata 30/70 umana| Actraphane NiVo Nordisk
Humulin Lilly
Bio-Insulin Guidotti
Premiscelata 40/60 umana| Actraphane NiVo Nordisk
Humulin Lilly
Bio-Insulin Guidotti
Premiscelata 50/50 umana| Actraphane NiVo Nordisk
Humulin Lilly
Premiscelata animale Rapitard MC,  Novo Nordisk

Tab. 5: caratteristiche delle insuline piu diffusesul mercato
Fonte: http://www.progettodiabete.org/indice _ie1000.html?knica/d2 1.html

8.4Perché le iniezioni

Le iniezioni sono necessarie perché l'insulina poe venir somministrata per via orale. Se cio
accedesse essa verrebbe digerita dai potenti sgastici dello stomaco. L'insulina deve essere
infatti presente nel corpo al momento dell'assimdae degli zuccheri nel sangue, per rendere poi
accessibili questi ai tessuti. L'unico modo perdene l'insulina un medicamento orale sarebbe
costituire una capsula resistente all’aciditd de#iftomaco, che possa arrivare intatta fino
allintestino. Per ora ci si sta lavorando. E intpate dire che le iniezioni non vanno fatte endaven
bensi nel tessuto sottocutaneo perché se entrab#® el circolo sanguineo, ne avverrebbe
'assunzione in modo troppo rapido. Un altro mode\dtare le iniezioni € assumere dell'insulina
inalabile (attualmente sul mercato), di cui parlpidavavnti.

Eventualmente I'insulina si pud assumere ancheiteadelle pompe insuliniche, evitando cosi le
iniezioni. Esse sono collegate al paziente tramntg@iccolo catetere e iniettano insulina a intdrval
regolari. Questo sistema si sta usando sempre praggite nella terapia insulinica. Se é vero da
una parte che non bisogna piu attuare diverseiamiegiornaliere, dall’altra questo catetere bisagn
cambiarlo ogni tre giorni e la pompa insulinicacla se piccola, deve essere collegata quasi
sempre al paziente.
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9. OBIETTIVI PER IL FUTURO

In generale si cerca di mirare ad un altro modoassumere linsulina, oltre alle iniezioni
sottocutanee. Al giorno d’oggi queste iniezioniatate rese piu pratiche, ma sarebbe piu comoda
per certe persone un’assimilazione orale o grakien@ spray nasale.

9.1lnsulina inalabile

fig. 31: come si presenta I'insulina inalabile da pco in commercio negli USA.
Fonte: http://www.ordinemedici.como.it/insulina_spray _exulera.jpg

Ora sono disponibili in commercio due versioni degte insulina: una
in polvere e l'altra in aereosol. Da come e pres@ntuesta insulina,
sembra un’innovazione rivoluzionaria che evitera azienti le
iniezioni.
Secondo la professoressa Stephanie A. Amiel deKdel’'s College
School of Medicine di Londra e il professor K. Gg®. M. Alberti
dell'lmperial College dottore al St Mary's Hospit@l Londra (2004), i
vantaggi nell’assumere l'insulina inalabile vi sama se nel diabete di
tipo 2 si iniziera ad usare il farmaco appena leeghie non presentano
un profilo soddisfacente con gli antidiabetici oralquando diventa problematico il trattamento
iniettivo. | due medici si aspettano pero ancoraggi@i studi che testimonino la sicurezza di
guesto farmaco molto caro, che presenta anchesdssantaggi. Questi sono principalmente:
1. la sua biodisponibilita e influenzata dall'asendal fumo;
2. la formazione di anticorpi anti-insulina € piia con 'insulina inalabile (questo potrebbe
ritardare o rendere imprevedibile I'assorbimergtyidsulina);
3. possibili effetti a lungo termine dell’insulinaalata sulla struttura e la funzione dei
polmoni, nonostante gli attuali studi pubblicatinnriportino effetti indesiderati nel breve
termine.
A. Amiel e M. M. Alberti concludono che i vantagdell'insulina inalabile rispetto a quella
iniettabile si riferiscono soprattutto alla prefeza dei pazienti. La farmacodinamica dell'insulina
inalata offre un profilo d’azione con un inizio nwlrapido (anche se una discesa piu lunga), e
guesto non suggerisce una particolare innovaziamequesto punto di vista. Da degli studi
precedenti su questa insulina (2000) & emersoggete miglioramento del controllo glicemico, ma
i medici pensano che questo sia da collegare avaeiaggi biomedici che sostengono una
compiacenza da parte del paziente e dunque unaaniatne in piu a migliorare I'autocontrollo
glicemico.

9.2 Compresse di insulina per assunzione orale

Al momento non vi sono ancora dei chiari risultaiidi che mostrano una sua reale efficacia. Ma
la ricerca sta ora verificando gli effetti di corapse di insulina da assumere oralmente. La capsula
e studiata in modo che non venga digerita dai picsecchi gastrici dello stomaco e che le pilldle s
sciolgano solo nell'intestino, dove linsulina pedsere assorbita e svolgere regolarmente il suo
lavoro.
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10. ALTRE SOLUZIONI POSSIBILI PER GUARIRE IL
DIABETE?

Al momento ci sono moltissime ricerche per cerchreovare una soluzione definitiva al problema
del diabete. Si lavora su cellule staminali, sapianti, su trandifferenziazioni, concentrandosi in
particolare modo sulla genetica. | problemi primdiinora incontrati sono infatti relativi al rigje
alla funzionalita, perché é difficile raggiungeng’autoregolazione di insulina come quella di una
persona senza diabete o un accettazione di un@mgEerno dalle altre cellule del proprio corpo.
La chiave della funzionalita e del riconoscimergtiutare € allora nel materiale genetico.

La ricerca sta ora lavorando soprattutto ai segpeogetti:

- trapianto di pancreas

- trapianto di cellule pancreatiche in grado didurre insulina
- sviluppo del maiale transgenico con pancreasdompatibile
- sviluppo di coltivazioni di organi tramite cdiustaminali

10.1. Parte sperimentale: transdifferenziazione da cellda a celluleb del
pancreas

Il lavoro che ho svolto sotto la guida del riceazat Fabrizio Thorel e stato quello di svolgere dei
piccoli passaggi di una parte di un progetto cosgaeche consiste nella transdifferenziazione da
cellule alfa a cellule beta del pancreas.

Tutte le foto e gli schemi sono stati realizzatilaboratorio di Pedro Herrera a Ginevra.

10.1.1. Descrizione dell’esperimento

Ipotesi di lavoroL’idea di questo progetto si basa sulla constatezz se nei topi si neutralizzano le
cellule alfa del pancreas (che rappresentano il ¢éa delle cellule delle isole di Langerhans), vi
sono altri fattori che alzano la glicemia nel samge se queste “diventassero” (cioe si
transifferenziassero in) cellule beta (invece pmasall’80%), questo quantitativo sarebbe
sufficiente a mantenere la glicemia entro i vatamima (che sono 5-6,5 mmol/L a digiuno).

Per confermare questo si utilizza una tossina Bpaqper le cellule alfa dei topi e si misura la
glicemia per vedere se scende al di sotto di uméa cgoglia, confermando che altri fattori
mantengono alta la glicemia anche senza glucadtsrevedere se basterebbe il 15% di cellule per
produrre sufficiente quantita di insulina, si naliizano delle cellule beta fino a quel quantitativ
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fig. 32: i topi utilizzati per gli esperimenti

fig. 33: i locali dove i ricercatori controllano lecavie

Obiettiva Trasformare le cellule alfa in cellule beta (noa esistenti nel pancreas a causa del
diabete) utilizzando un modello di topo transgenaoui sono stati sostituiti i geni delle cellaléa
che producono glucagone, con i geni che producasdina.

X

_ _

fig. 34: le cellule alfa del pancreas possono trasimarsi in beta grazie all'inserimento di X (il fattore di
trascrizione che si esprime nelle cellule beta), lattivazione di geni necessari alla produzione dfisulina e al
funzionamento corretto delle cellule diventate beta

Procedimento Il procedimento consiste nel prendere un topoi énserirvi un transgene (una
sequenza, che chiameremo X, insieme ad una seqaeezeermette I'espressione nelle cellule alfa
del pancreas). Questo pero si puo fare solamenteoaiento del concepimento di un topo. Per
guesto bisogna prelevare degli ovuli da una topotihe é stata fecondata e, al momento della
unione dei due nuclei, inserirvi questa sequeneapatmettera di considerare queste cellule come
beta perché effettrici di insulina. Questo vienelv grazie a delle apparecchiature molto
sofisticate e va fatto su un certo numero di t@wigumentare la probabilita di successo.
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fig. 35: momento dell'inserimento del transgene. Adestra il ricercatore sta inserendo un transgene &mite
un’attrezzatura specifica. A sinistra una foto dellinserimento del transgene nel nucleo dell’ovulo duna topina
appena fecondato.

Compito all'interno del progettadl lavoro che ho svolto consisteva nel cercareaktruire una
piccola parte di un plasmide inserendo, grazie @anandi restrizione, dei geni che servissero ad
evidenziare I'espressione dell'insulina. E statandusolo una minima parte di questo grande
progetto.

Ricordiamo che un plasmide € un DNA circolare baite presente nel citoplasma. Esso ha
dimensioni ridotte e si pud spostare tra le cel(mlen per forza uguali ma geneticamente affini)
influendo sulla variabilita genetica. | plasmidinma largo impiego nelle biotecnologie perché
possono essere manipolati per produrre vettormimoanti.

Tutti i passaggi per costruire questo plasmide iesibno tempo, condizioni specifiche di
temperature, precisione e vi € sempre una buoreemerle di insuccesso. Per questo si attua
generalmente lo stesso procedimento a piu camailanstesso momento.

Nella fig. 39 e riassunto il lavoro che ho svoltolaboratorio che si basa sull’introduzione della
sequenza GFP nel plasmide contenente la sequel@@.ST
Il lavoro consisteva principalmente in:
selezionare enzimi di restrizione (e studiarnedeutiarita per farli agire nel modo
corretto) per “tagliare” la sequenza nucleotidicancata;
manipolare il plasmide con gli enzimi di restrizioe mettere i campioni nelle
condizioni termiche adeguate;
attuare dei controlli grazie principalmente l'eletoresi (dove bisogna preparare
dapprima il gel di agarosio da utilizzare e poegginare il campione corretto che
dovra essere separato dal gel riassunto in fig.38);
pipettare per unire e mescolare i preparati;
pesare i campioni con apparecchiature specifiche quantificare il materiale
genetico.
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fig. 36: a sinistra I'apparecchio per mantenere lecondizioni termiche
adeguate per far lavorare I'enzima di restrizione.l tre campioni sono
immersi nell'acqua calda.

fig. 37: a destra Il'apparecchio per centrifugare i campioni. La
centrifugazione serve per raccogliere tutta la quatita di materiale
genetico sul fondo del contenitore di plastica.

Ho dovuto attuare questa parte sperimentale pdridugna distinguere queste cellule dalle vere
cellule beta produttrici di insulina che possonsees rimaste (ricordiamo che in questi topi € una
tossina iniettata dai ricercatori che genera ibdia e questa pud anche non riuscire ad eliminare
completamente le cellule beta). Esse si marcanmdniera fluorescente grazie ad un marcatore
(chiamato sequenza GFP = green fluorecence protsalito simultaneamente alla sequenza X.
Durante la creazione di questo plasmide (che ddaeflaorescenza se viene espressa la sequenza
X ottenendo insulina) si attua tre volte l'elettradsi (fig.38). Questo processo consiste nel far
migrare i frammenti di DNA su un gel di agarosiouiando la loro diversa massa. Questa
migrazione avviene grazie alla carica negativaDdei: agli estremi del gel di agarosio vi sono due
elettrodi di carica differente. | pezzi di plasmiiseriti in pozzetti nel gel, migreranno verso la
parte positiva a diversa velocita. |l frammento tte percorso piu strada” sara quello piu leggero e
piu piccolo.

fig. 38: tre fasi dell’elettroforesi. Nella prima foto si lascia asciugare il gel di agarosio dopo fgeparazione, poi Si
inseriscono i campioni nei pozzetti nel gel asciudte lo si mette in un liquido che conduce elettrid, come si vede
nella seconda foto. Infine dopo un po’ di tempo gireleva il gel e lo si mette sopra un vetro illunmiato che rende
i campioni fluorescenti. Nell'ultima foto & presenato lo schermo che visualizza dall’alto come apparégel con i

frammenti di materiale genetico illuminati. A quesb punto si dovrebbe tagliare il campione voluto dagel.
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fig. 39: si fa agire dapprima un enzima (Xhol) su n plasmide gia contenente una sequenza che chiamme
STOP. Questo enzima “taglia” il plasmide in un punb ben preciso della sequenza dei nucleotidi. Sicceng un
“taglio asimmetrico” bisogna aggiungere degli altrinucleotidi, grazie ad una polimerasi (enzima cheefa questi
al plasmide), che permetta una giusta adesione dehmmento contenente la sequenza GFP. Qui si attyzer la

prima volta I'elettroforesi (elettroforesi 1) che germette di prelevare solo i plasmidi dove I'enzim#a agito e dove
si sono attaccati i nucleotidi . In seguito, si ehinano le parti terminali di fosfato (rotondi viola), che sono gia
contenute nell’altro frammento, costruito contempoaneamente con il plasmide STOP. Il plasmide content

GFP deve essere anch’esso tagliato pero utilizzando questo caso due enzimi di restrzione: BamHI e del. Si

separa e poi grazie all’elettroforesi (elettroforeis2) viene prelevato il frammento GFP. A questo mmento Si

aggiungono anche qui le basi azotate per I'adesiora primo plasmide preparato e si fa intervenire laligasi. In

seguito & necessario effettuare un ultimo controllper sapere se la sequenza GFP si & “incollata” netodo

corretto e lo si fa attuando ancora una volta I'eltroforesi (elettroforesi 3).
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Risultati dell’elettroforesiCon il procedimento illustrato a fig.38 si sono tvwseguenti risultati
che hanno portato alla realizzazione del plasmide donera la fluorescenza. Le tre seguenti
elettroforesi sono quelle delle schema a fig.39.

fig. 40: elettroforesi 1. Qui viene prelevato qués frammento ben visibile (quello
contenente la sequenza stop), che & quello pil gdne pesante. L'altro piccolo
frammento non si vede nella foto.

fig. 41: elettroforesi 2. Qui si preleva il frammemo piu leggero, quello pit in
basso. Si pud capire dal fatto che €& piu lontano spetto ai pozzetti dove si
inserisce il materiale genetico.

fig. 42: elettroforesi 3. Il plasmide con la sequera legata in modo sbagliato (nella
direzione sbagliata) corrisponde a quello in altomentre quello giusto € quello in
basso.
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In seguito si inietteranno nei topi i due transgdénplasmide che permette la fluorescenza ed il
plasmide bidirezionale.

SRR ——

fig. 43: i due plasmidi che verranno iniettati neitopi. Il primo & per la fluorescenza e il secondo an plasmide
bidirezionale (non ancora stato completato) che see per esprimere la proteina X nelle cellule alfa.

Per verificare se e avvenuta questa transdiffrermi@ si analizza il pancreas di un topo
transgenico e in particolare le Isole di Langerh&@s le cellule che producono insulina sono
fluorescenti (una fluorescenza come quella in Jigcb significa che le cellule alfa si sono
converitite in beta produttrici di insulina.

Questo esperimento non e stato ancora terminatch@e# ancora in costruzione il plasmide
bidirezionale.
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11. OPINIONE DI UN ESPERTO

Per approfondire ulteriormente queste tematicheritenuto necessario dare la parola a un
endocrinologo esperto in diabetologia: il Dr. Sarkscella.

1. Qual’e il sistema piu per la cura del diabete tipo Svizzera?

L’insulinoterapia intensiva. Personalmente utilizzosulina ad azione ultrarapida per gestire
'aumento delle glicemie prandiali (iniezione achogasto) e insulina ad azione prolungata per
la gestione della produzione di glucosio in cormhzidi digiuno (schema che comportada 4 a5
iniezioni di insulina sottocutanea, oppure somniiagone sottocutanea di insulina ad azione
ultrarapida in modo continuo tramite microinfusoesterno e programmazione di dosi
supplementari di insulina per ogni pasto).

Perché?

Questo perché e uno schema che mima, anche se do mperfetto, il funzionamento
fisiologico del pancreas endocrino (produzione ingode di insulina in presenza di aumento
della glicemia sia d’origine “alimentare” sia “efua’ nella condizione di digiuno).

2. Come valuta I'insulina inalabile?

Si tratta di una alternativa all’insulina inietteEbima non usata su larga scala perché non pratica
e soggetta a variazioni di assorbimento ed effmaeria forma attualmente in commercio (in
USA) é ingombrante.

3. Su cosa concentrerebbe gli sforzi della ricercalmldete?

A livello di prevenzione sullo studio dei meccanisaie sono responsabili del processo
inflammatorio che distrugge le cellule beta. Pasfietto terapeutico la creazione di un sistema
automatizzato e chiuso di determinazione delleegiie con erogazione ponderata automatica
di insulina.

4. Pensa che la gente sia abbastanza informata riguati@bete e le biotecnologie?

Le informazioni che ha il pubblico non professidaisono molto spesso mirate e proposte in
funzione di precisi progetti strategici dell’'induat

Credo che a livello generale vi sia piuttosto d@imazione circa la problematica del diabete e
delle ricerche in biotecnologia complici anche issiamedia che pubblicano articoli di
giornalisti spesso non scientifici.

5. Come vede il futuro dell'insulina?

Penso che attualmente disponiamo di ottimi proabi permettono di controllare con successo
I'equilibrio glicemico e di conseguenza, a obiattigrapeutici raggiunti, la prevenzione o in
caso di presenza, l'arresto o la regressione dwlaplicanze. Una svolta importante del
trattamento potrebbe essere la realizzazione dnswulina in pastiglie (cosa perd non facile).
Probabilmente la via inalatoria sara in futuro lteiativa terapeutica piu concreta.
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12. DISCUSSIONE E CONCLUSIONE

12.1. Discussione

La ricerca durante tutta la storia dell’insulina fato veramente passi da gigante e credo che si
arrivera a breve a nuove ed interessanti soluzibugiiabete € un problema che coinvolge molte
persone in tutte le nazioni e la ricerca in quesampo diventa quindi anche una questione
finanziariamente importante. Per questo l'insulicame farmaco su cui molti diabetici sono
dipendenti, diventa economicamente stimolante metenmdustrie farmaceutiche.

Per questo motivo, penso che queste industrie Zinammolto piu la ricerca nei medicamenti che
implicano dipendenza, piuttosto che una ricerc&zitinata verso una soluzione definitiva al
diabete.

Si puo notare inoltre come la biotecnologia abliauolo oggigiorno essenziale. Grazie ad essa si
possono fare cose incredibili come ad esempio T “facilmente” qualcosa di tanto piccolo e
complesso come il patrimonio genetico. Ma soprittataffascinante che un ormone umano come
linsulina venga prodotto in laboratorio da batteriilioni di persone vivono cioé grazie a dei
piccoli organismi primitivi modificati dal’'uomo. [ui si potrebbe aprire una parentesi sull’'enorme
utilita biomedica dei tanto contestati OGM...

Per quanto riguarda l'insulina inalabile penso akiga successo solo per quelle persone che hanno
particolari problemi con le iniezioni, e ci sonocara parecchi svantaggi a riguardo. Come dicono
infatti i due medici inglesi, a livello farmacodmé&o non si presenta un aspetto innovativo e
secondo me, anzi, essendo che questa insulina &ssumta a livello polmonare, vi saranno molte
piu variazioni nella cinetica di assorbimento (camaesuggerito peraltro anche il dottor Franscella).
A lungo andare inoltre i pazienti potrebbero inecer piu facilmente in problemi polmonari e si
istaurerebbe un circolo vizioso perché sarebbecessarie forse quantita maggiori di insulina. Gli
effetti di questo farmaco a lunga durata non sorfiatti ancora stati testati ed € ancora molto caro.
| diabetici dei paesi in via di sviluppo (che nesiegebbero forse maggiormente di un farmaco da
non assumere tramite iniezioni per una loro maggiaulturale reticenza rispetto a trattamenti
iniettivi), avrebbero piu difficolta ad acquistarlo

Penso che I'assunzione inalatoria si possa rilep@rinteressante in futuro perché potra essele uti
per diabetici di tipo 2 ed evitare le iniezioniidsulina ultrarapida per i diabetici di tipo 1.

Per quanto riguarda invece le compresse di insytieaso che sia una modalita di assunzione non
precisa quanto le iniezioni. | tempi e la percelguh assorbimento di un farmaco di questo tipo
possono variare a dipendenza del paziente, inalirdarmaco che resiste all’acidita dei succhi
gastrici a lungo termine potrebbe essere rigettatborganismo. Il fatto che queste compresse non
siano ancora in commercio testimonia che vi sonool@ molte incertezze riguardo la loro
funzionalita. Ma e sicuramente un’altra direzionedvativa che si potrebbe rilavare interessante e
comoda.

Riguardo i medicamenti per il diabete di tipo 2industrie che controllano i farmaci in commercio
dovrebbero far specificare meglio nel fogliettasiirativo tutti gli effetti secondari di questi.

Ve ne sono infatti alcuni che contengono glitazi¢gostanze attive che dovrebbero migliorare
I'efficacia dell'insulina) che possono provocarefarmaci come Actos® e Avandia® seri effetti
collaterali, come I'aumentare potenzialmente ithis di infarto o di fratture alle ossa per le denn
Altri non dovrebbero comportare particolari problema bisogna ricordare che i farmaci non sono
una cura definitiva e che cio che rimane piu imgai¢ € una sana alimentazione, controlli medici
costanti ed esercizio fisico. Nel diabete senilgrdblema di fondo €, oltre che una predisposizione
genetica, I'adattamento ad uno stile di vita sengiiein auge nei paesi sviluppati, che pud portare
a sovrappeso od obesita con conseguenti malatiikocacolatorie. Il nostro corpo non € ancora
riuscito ad abituarsi agli eccessi calorici odierni
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La ricerca pud dunque aiutare a creare medicamemgliori e che mirino sempre piu
all'ottimizzazione del profilo glicemico, ma ci vigoanche un cambiamento a livello di coscienza.
Si sta inoltre lavorando per scoprire i meccanisp&cifici dell’affermarsi del diabete. Si studiano
soprattutto il processo di autoimmunizzazione pediabete tipo 1 e come viene soppressa la
captazione di glucosio da parte delle cellule lgisger quello di tipo 2. Fermando questi processi
iniziali, si potrebbe bloccare sin da subito |a aidé.

Al fine di trovare soluzioni per guarire il diabeg& affermato, il problema principale di una cura
definitiva € quello del rigetto. Come ho potuto statare soprattutto nel lavoro sperimentale,
quando si lavora nella ricerca € molto importamhteoncetto di “specificita”. | geni sono come
“interruttori” specifici che determinano la funzewi ogni cellula e i processi all’interno di essa,
DNA é ‘“tagliato” da specifici enzimi di restrizionel diabete tipo 1 scaturisce da una
autoimmunizzazione perché non vi e riconoscimepézifico, I'insulina come tutte le sostanze del
nostro corpo agisce su recettori specifici, e patomtinuare all’'infinito. Se dunque si riuscira a
cambiare gli “interruttori” del nostro genoma osseiuscira a far specializzare le cellule staminal
come € necessario che sia (dunque se avverra ansdifferenziazione in cellule beta o un
trapianto con cellule biocompatibili), si sara wicall’obiettivo di guarire il diabete. Ma bisogrer
riuscire prima di tutto a fronteggiare le probleitia¢ relative a questa specificita.

Non bisogna dimenticare che la biotecnologia haudlo principale in questo campo, ma e
essenziale la collaborazione di tutti: ad esempiolg realizzazione di una pompa insulinica sono
stati necessari molti esperti tra cui principalneemtercatori in microtecnica.

E molto importante puntare sull’'ottimizzazione @eltocontrollo glicemico da parte dei pazienti e
sulla diagnosi precoce del diabete: molte persoopreno infatti molto tardi di esserne affette e si
va incontro piu facilmente a complicazioni. Dunqitengo essenziale il ruolo della prevenzione,
dell'informazione in modo mirato e chiaro riguardpesta malattia e delle biotecnologie,
controllando maggiormente le notizie divulgate oeiss media. E inoltre lecito osservare che la
ricerca progredisce con velocita superiore all’'ecoia (ad esempio € necessario molto tempo
prima che i farmaci appena scoperti entrino in cemom a prezzi accessibili). Per questo
bisognerebbe puntare anche su un migliore accoadaliie settori.

Scoprendo il mondo affascinante di questo ormonesamo soprattutto resa conto della sua
complessita e di quanto ancora non si sa con praeis Non sono chiari molti meccanismi
biochimici, come ad esempio I'azione dell'insulinagli epatociti o le cause dell’instaurarsi del
diabete a livello genetico, oppure il ruolo dei igeglla produzione di insulina.

Vi & dunque tanto ancora da scoprire e per questgifa puntare molto sul sostegno alla ricerca.
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12.2. Conclusione

Sono contenta di aver centrato il mio lavoro diumigk sull'insulina perché ho avuto la possibilita
di scoprire tutto il vasto “mondo” che vi sta d@etQuesta € un ormone, un farmaco, una storia, un
prodotto della biotecnologia, un ambito di ricerb&.sono infatti resa conto di quanto sia ampio
'argomento trattato: € stato difficile sceglieréemi da ampliare approfonditamente e quelli da
mettere in secondo piano.

Sono arrivata alla conclusione che uno degli spopicipali di un lavoro di maturita € quello di
riuscire a trasmettere, oltre che una sempliceeptagione del tema, anche un apporto culturale
interessante e a diversi livelli di approfondimept il lettore. E stata inoltre un’esperienza anch
molto formativa; dal raccogliere le informazionselezionarle, elaborarle in modo diverso (tabelle,
grafici, schemi esplicativi, fotografie), scriverten I'ausilio del programma di scrittura (di cw h
scoperto molti “segreti”), eseguire una parte spentale in laboratorio con l'aiuto di esperti nel
settore (dove ho capito molti aspetti pratici deiteerca scientifica) e sviluppare un nuovo senso
“autocritico”.

Sono inoltre curiosa di confrontare le mie riflessiin vista di scoperte future e di aver capitalgqu
sono i miei effettivi campi di interesse. Quesfiéessioni ne hanno aperte altre sul mio futuro e
quindi su una mia prossima scelta professionakdiffigile capire quali sono gli studi pit adatti in
un’eta come la nostra dove non si e totalmenteieoscdelle proprie potenzialita. Farsi tante
domande e cercare di rispondervi crea una sortstrdida” e questo mi ha guidata a capire anche
me stessa. Posso dire che questo € stato nelemso della parola un lavoro di maturita.

Penso di aver raggiunto gli obiettivi prefissatarspero di suscitare interesse anche in chi leggera
guesto elaborato scritto.
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