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ABSTRACT

Type 2 diabetes mellitus is a prevalent chronic disease globally, with complications such as retinopathy, nephropathy, neuropathy, and cardi-
ovascular disease being major causes of morbidity and mortality. Endothelial dysfunction is a central factor in these complications. Human
umbilical vein endothelial cells (HUVEC) serve as a valuable in vitro model within translational research, enabling detailed investigation of en-
dothelial dysfunction and evaluation of therapeutic interventions. HUVEC-based studies bridge basic science and clinical applications, offering
a reproducible and accessible model that closely mimics human vascular biology, making them instrumental in developing targeted therapies for
cardiovascular complications in diabetes.

KEYWORDS
HUVEC, endothelial dysfunction, diabetes mellitus, gestational diabetes, translational research.

DISFUNZIONE ENDOTELIALE NEL DIABETE MELLITO: IL PRIMUM MOVENS DELLE COMPLICANZE VASCOLARI

Il diabete mellito di tipo 2 (DMT2) rappresenta una delle patologie croniche piu diffuse a livello globale. Le sue compli-
canze, tra cui la retinopatia, la nefropatia, la neuropatia e la malattia cardiovascolare, rappresentano le principali
cause di morbilita e mortalita tra le persone con diabete (1).

Alla base di queste complicanze vi é un comune denominatore fisiopatologico: la disfunzione endoteliale, una condi-
zione in cui le cellule endoteliali che rivestono la superficie interna dei vasi sanguigni non funzionano correttamente
(2). Le cellule endoteliali svolgono un ruolo cruciale nel mantenimento dell'omeostasi vascolare, regolando il tono va-
scolare, la permeabilita, la coagulazione e 'infiammazione (3). Quando queste funzioni sono compromesse, si verifica
un’aumentata adesione di cellule infiammatorie all’endotelio, insieme alla proliferazione di cellule muscolari lisce
vascolari e alla formazione di placche aterosclerotiche. Questi processi costituiscono il substrato di eventi cardiovasco-
lari come l'infarto del miocardio, I'ictus cerebrale e la vasculopatia cerebrale e periferica (4).

Nel diabete, diversi fattori contribuiscono alla disfunzione endoteliale, tra cui lo stress ossidativo, I'inflammazione cro-
nica, laresistenza all'insulina, le alterazioni del metabolismo dei lipidi e la disregolazione del sistema dell'ossido nitrico
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(5-6). In aggiunta, recenti studi suggeriscono che anche meccanismi epigenetici, come la metilazione del DNA e le mo-
dificazioni degli istoni, possano svolgere un ruolo chiave nella patogenesi della disfunzione endoteliale nel diabete (7).
Lo studio dell’endotelio e della disfunzione endoteliale & diventato un tema centrale nella ricerca dedicata alla malat-
tia cardiovascolare (6). Infatti, indagare a fondo la disfunzione endoteliale non solo potrebbe contribuire a prevenire la
progressione della malattia diabetica e delle sue complicanze vascolari, ma accelererebbe anche lo sviluppo di terapie
pit efficaci per la gestione delle complicanze cardiovascolari.

Per comprendere i meccanismi molecolari sottostanti la disfunzione endoteliale nel diabete e testare I'efficacia di po-
tenziali approcci terapeutici, & fondamentale disporre di un modello in vitro affidabile dal punto di vista clinico. In
questo contesto, le cellule endoteliali della vena ombelicale umana (HUVEC) rappresentano un modello promettente
per lo studio della disfunzione endoteliale nel diabete (8-9).

Le HUVEC sono cellule endoteliali primarie isolate dal cordone ombelicale umano, un annesso fetale che si sviluppa
durante la quinta settimana di gestazione e che fisiologicamente contiene al suo interno due arterie e una vena ombe-
licale circondate da tessuto stromale privo di capillari e vasi linfatici (10-11).

Sebbene le cellule endoteliali umane ad uso sperimentale possano avere diverse origini (ad esempio: Human Aortic
Endothelial Cells - HAEC, Cardiac microvascular endothelial cells - CMECs), le HUVEC sono un eccellente modello
per lo studio delle proprieta dell’endotelio vascolare e dei principali pathway coinvolti nella funzione endoteliale (12).
Infatti, le HUVEC sono ampiamente utilizzate nella ricerca cardiovascolare poiché riproducono fedelmente le risposte
delle cellule endoteliali in vivo a vari stimoli, come lo stress ossidativo, I'infiammazione e le alterazioni metaboliche
(11-12). Inoltre, questo modello in vitro offre numerosi vantaggi rispetto agli studi clinici in vivo o agli esperimenti su
animali. In primo luogo, permette di studiare direttamente le cellule endoteliali umane, evitando potenziali differen-
ze di specie. Inoltre, consente di controllare rigorosamente le condizioni sperimentali e di manipolare specifici fattori
di rischio o vie metaboliche, facilitando I'identificazione dei meccanismi causali (13).

Limportanza scientifica dell'utilizzo di questo modello risiede, quindi, nell’esigenza di comprendere i meccanismi
molecolari sottostanti la disfunzione endoteliale nel diabete e identificare biomarcatori predittivi e potenziali approc-
ci nutrizionali e terapeutici. Il modello HUVEC é stato infatti ampiamente utilizzato per studiare questi meccanismi
e valutare l'efficacia di potenziali interventi terapeutici, inclusi i nutraceutici. I nutraceutici sono composti bioattivi
derivati da fonti naturali, come piante, alghe e microrganismi, che possiedono proprieta benefiche per la salute e pos-
sono essere impiegati come integratori alimentari o come componenti di alimenti funzionali (14).

Numerosi studi hanno evidenziato che alcuni nutraceutici come i polifenoli, i carotenoidi, i fitosteroli e gli acidi grassi
omega-3, possono esercitare effetti protettivi sull'endotelio vascolare, contrastando lo stress ossidativo, l'infiamma-
zione e le alterazioni metaboliche associate alla disfunzione endoteliale (15). In questo contesto, le HUVEC rappresen-
tano un modello cellulare ideale per valutare gli effetti di tali composti a livello molecolare e funzionale.

Ad esempio, diversi polifenoli, come il resveratrolo, la quercetina e 'epigallocatechina gallato (EGCG), hanno dimo-
strato di migliorare la funzione endoteliale nelle HUVEC attraverso molteplici meccanismi; in particolare, aumentano
la biodisponibilita dell'ossido nitrico (NO), un potente vasodilatatore prodotto dalle cellule endoteliali, stimolando
l'attivita dell'enzima ossido nitrico sintasi endoteliale (eNOS) e riducendo lo stress ossidativo (16). Inoltre, modulano
l'espressione di geni coinvolti nell'infiammazione, nell'adesione cellulare e nell'angiogenesi, contribuendo a miglio-
rare la funzione endoteliale (17-18).

Gli studi sulle HUVEC hanno anche evidenziato il potenziale dei carotenoidi, come il licopene e la luteina, nel con-
trastare la disfunzione endoteliale riducendo lo stress ossidativo e 'espressione di molecole di adesione e citochine
pro-inflammatorie (19). Inoltre, i carotenoidi sono stati identificati come potenziali modulatori delle vie di segnale
coinvolte nella regolazione della proliferazione, migrazione e angiogenesi delle cellule endoteliali (20-21).

Anche gli acidi grassi omega-3, come I'acido eicosapentaenoico (EPA) e 'acido docosaesaenoico (DHA), hanno dimostra-
to effetti benefici sulle HUVEC: migliorano la funzione endoteliale attraverso diversi meccanismi, tra cui la riduzione
dell'infiammazione, I'aumento della biodisponibilita del'NO e la modulazione dell’espressione di geni coinvolti nel
metabolismo lipidico (22-23).
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Un altro gruppo di nutraceutici che ha suscitato interesse nello studio della disfunzione endoteliale sono i fitosteroli. I
fitosteroli, strutturalmente simili al colesterolo, sembrano ridurre 'assorbimento del colesterolo a livello intestinale e
migliorare il profilo lipidico. Studi sulle HUVEC hanno dimostrato che i fitosteroli esercitano anche effetti diretti sulle
cellule endoteliali, riducendo I'inflammazione, lo stress ossidativo e 'adesione delle cellule infiammatorie (24-26).
Inoltre, le HUVEC sono state utilizzate per valutare gli effetti di nutraceutici derivati da fonti meno convenzionali,
come alghe e microrganismi. Ad esempio, le fucoxantine, carotenoidi presenti nelle alghe brune, hanno dimostrato
di migliorare la funzione endoteliale riducendo lo stress ossidativo e 'infiammazione (27-28).

Uno dei vantaggi dell'utilizzo delle HUVEC nello studio dei nutraceutici é la possibilita di valutarne l'effetto su specifici
processi cellulari e molecolari coinvolti nella disfunzione endoteliale. Ad esempio, attraverso esperimenti con HUVEC,
é possibile analizzare 'espressione genica e l'attivita di enzimi chiave, come eNOS e la NADPH ossidasi, coinvolti nella
produzione di NO e specie reattive dell'ossigeno (ROS) (29). Inoltre, le HUVEC consentono di valutare l'effetto dei nu-
traceutici sulla proliferazione, migrazione, adesione e formazione di strutture simil-vascolari, processi cruciali nella
regolazione della funzione endoteliale e dell’'angiogenesi (11, 30).

Oltre ad essere utilizzate per lo studio degli effetti dei nutraceutici sull’endotelio vascolare, le HUVEC sono un modello
sperimentale ideale per indagare i meccanismi fisiopatologici alla base degli effetti cardioprotettivi delle nuove terapie
farmacologiche utilizzate nella cura del DMT2. La pubblicazione dellEMPA-REG OUTCOME (31) nel 2015 é stata la prima
pubblicazione a fornire evidenze scientifiche a favore dell’utilizzo di nuove molecole, come gli inibitori del cotraspor-
tatore sodio-glucosio di tipo 2 (SGLT2i) e gli agonisti del recettore del glucagon-like peptide-1 (GLP1-RAs), nel ridurre il
rischio di eventi cardiovascolari maggiori nei pazienti con DMT2. Tali evidenze sono talmente rilevanti nella gestione
della persona con diabete, che le attuali linee guida SID-AMD raccomandano l'utilizzo di queste terapie come tratta-
mento di prima linea per pazienti con eventi cardiovascolari pregressi (32) o elevato rischio cardiovascolare (Consensus
ADA-EASD 2022) (33).

Gli outcome benefici cardioprotettivi degli SGLT2i e dei GLP1-RAs potrebbero essere spiegati non solo dal miglioramento
del compenso glicemico, ma anche dall’effetto diretto che queste molecole hanno sull’endotelio (11). Studi in vitro effet-
tuati su HUVEC ottenute da donne sane e esposte a diversi stimoli pro-infiammatori e/o pro-ossidanti suggeriscono che
gli SCLT2i condividono un effetto di classe nel ridurre i ROS, nell’'aumentare la biodisponibilita di NO e nel ripristinare
la disfunzione endoteliale attenuando l'inflammazione (34). In particolare, empagliflozin ha dimostrato di ridurre la
produzione di ROS sopprimendo l'attivita di NHE nelle cellule endoteliali umane attivate dal fattore di necrosi tumorale
a (TNF-a) (35); studi condotti su dapagliflozin ne hanno evidenziato le proprieta antiossidanti sia in HUVEC non pre-trat-
tate (36) che esposte a H0O: (37): dapagliflozin ha ripristinato la fosforilazione della serina di eNOS e l'espressione della
sirtuina 1 (SIRT1), portando a una riduzione dei marcatori associati alla senescenza endoteliale, come la 3-galattosidasi
(SA-3-gal), p21 e ps53 (37). Il modello HUVEC e stato, inoltre, utile a studiare gli effetti antinfiammatori degli SCLT2i in
colture cellulari pretrattate con LPS o TNF-a. Uno dei primi studi in vitro condotto da Gaspari et al (38), ha dimostrato
che il trattamento con basse dosi di dapagliflozin (1,0-5,0 nM) ha attenuato l'espressione di molecole di adesione quali
ICAM-1 (Intercellular Adhesion Molecule 1) e VCAM-1 (Vascular cell adhesion protein 1) in HUVEC esposte a iperglicemia o
TNF-a per 24 ore. Abdollahi et al, invece, hanno riscontrato con la stessa molecola una ridotta secrezione di IL-6 e IL-8 in
HUVEC trattate con LPS (20 ng/mL per 24 ore) mediata dalla soppressione di NF-kB e del recettore toll-like 4 (39).

Studi simili sono stati condotti anche utilizzando i GLP1-RAs. E stato osservato che le HUVEC esposte in vitro ad iper-
glicemia e pretrattate con liraglutide mostrano un minor tasso di apoptosi, minore produzione di ROS e disfunzione
mitocondriale (40-42).

In conclusione, le HUVEC rappresentano un modello ex vivo prezioso per lo studio della disfunzione endoteliale e per
la valutazione dell’efficacia di nutraceutici e farmaci nel migliorare la funzione endoteliale. Tuttavia, e fondamen-
tale integrare questi risultati con approcci in vitro pitt complessi (come le colture tridimensionali o le co-colture di
cellule endoteliali con altri tipi cellulari) e studi clinici effettuati in vivo, per ottenere una completa comprensione
dei meccanismi coinvolti e garantire la rilevanza traslazionale dei risultati ottenuti. Inoltre, nonostante i numerosi
vantaggi dell'utilizzo delle HUVEC, esse rappresentano un sistema semplificato rispetto alla complessita dell’endotelio
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vascolare in vivo, dove le cellule endoteliali interagiscono con diversi tipi cellulari e sono esposte a molteplici stimoli
metabolici e meccanici.

Oltre a cio, nella maggior parte degli studi, le HUVEC derivano da cordoni ombelicali di donne sane; quindi, potrebbe-
ro nonriflettere pienamente le caratteristiche delle cellule endoteliali di individui con patologie come il diabete o I'ate-
rosclerosi. In questo contesto, confrontare le caratteristiche in vitro delle HUVEC ottenute da donne affette da diabete
gestazionale (CD-HUVEC) e di controllo (C-HUVEC) rappresenta una strategia promettente per individuare manifesta-
zioni fenotipiche diverse espresse nelle due linee cellulari (9). Identificate le differenze, & possibile procedere quindi ad
indagare ipotesi patogenetiche alla base della disfunzione endoteliale, studiando possibili interventi nutrizionali e/o
terapeutici atti a prevenire e trattare la malattia diabetica e le sue complicanze (19, 43).

HUVECDERIVANTI DA DONNE CON DIABETE GESTAZIONALE: UN MODELLO SPERIMENTALE PROMETTENTE

Un innovativo modello sperimentale sta emergendo come strumento prezioso per comprendere meglio 'impatto del
diabete gestazionale sulla salute vascolare (Fig. 1). Questo approccio si basa sul confronto diretto tra CD-HUVEC e quel-
le ottenute da donne con normale tolleranza glucidica (C-HUVEC). A differenza degli studi tradizionali che utilizzano
principalmente HUVEC da cordoni ombelicali di donne sane, questo modello offre una rappresentazione pitt accurata
delle alterazioni cellulari associate alla patologia. Confrontando CD-HUVEC e C-HUVEC, i ricercatori possono esami-
nare in dettaglio come I'esposizione temporanea all'iperglicemia cronica durante la gravidanza influenzi vari aspetti
della funzione endoteliale, tra cuila risposta all'ipossia, 'infiammazione, lo stress ossidativo, la sensibilita all'insuli-
na, lareazione alle infezioni e 'angiogenesi. Questo approccio comparativo promette di rivelare preziose informazioni
sulle caratteristiche patologiche specifiche delle cellule endoteliali esposte a condizioni legate all'iperglicemia, apren-
do nuove strade per la comprensione e il potenziale trattamento della disfunzione endoteliale.

Figura1 @ Rappresentazione schematica dell’utilizzo delle cellule endoteliali della vena ombelicale umana (HUVEC) isola-
te da donne con normale tolleranza glucidica (C-HUVEC) e da donne con diabete gestazionale (GD-HUVEC) come modello ex
vivo per lo studio della disfunzione endoteliale. La figura illustra i principali processi patologici osservati nelle GD-HUVEC,
tra cui inflammazione, stress ossidativo, senescenza e predisposizione genetica. Il modello cellulare fornisce una base per

lo sviluppo di interventi mirati alla prevenzione e al trattamento delle malattie cardiovascolari associate al diabete
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Inflammazione

Studi hanno dimostrato che le CD-HUVEC sviluppano un fenotipo pro-infiammatorio e pro-ossidante che persiste an-
che quando coltivate in condizioni di glucosio normali (9, 19, 44). Questo le rende particolarmente adatte per lo studio
della regolazione della subunita p65 del fattore di trascrizione nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated
B cells (NF-kB), un attivatore chiave della pathway infiammatoria (7). NF-kB p65 & noto per l'attivazione di geni codifi-
canti per molecole di adesione vascolare, come ICAM-1 e VCAM-1, che appartengono alla famiglia delle immunoglobu-
line e giocano un ruolo cruciale nell’adesione dei leucociti alle cellule endoteliali durante gli stati inflammatori acuti
(7). Nelle GD-HUVEC si osserva una maggiore traslocazione nucleare di NF-«kB p65, che a sua volta porta ad un aumento
dell’espressione delle molecole di adesione (19, 42). Un saggio funzionale ha inoltre mostrato un aumento dell’adesione
dei monociti alle cellule endoteliali esposte a condizioni di diabete gestazionale, suggerendo un meccanismo predi-
sponente alla disfunzione endoteliale e alla formazione di placche aterosclerotiche (19, 42).

Stress ossidativo

Linfiammazione é strettamente interconnessa con lo stress ossidativo, soprattutto in condizioni di iperglicemia cronica,
che porta a un aumento dei ROS. I ROS interagiscono con il monossido di azoto (NO), formando perossinitrito, una mole-
cola dannosa che puo ossidare I'enzima Ossido Nitrico Sintasi (NOS) e il cofattore tetraidrobiopterina (BH4), compromet-
tendo la produzione di NO a favore dell'anione superossido. Studi in vitro su GD-HUVEC hanno mostrato livelli elevati di
nitrotirosina, un indicatore di perossinitrito e danno ossidativo, associati a una ridotta biodisponibilita di NO, correlata
auna compromissione della vasodilatazione endoteliale nei soggetti con diabete. Inoltre, siriscontra unaridotta attivita
degli enzimi antiossidanti, come catalasi e superossido dismutasi, e una diminuzione della localizzazione nucleare di
Nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2), un fattore trascrizionale cruciale per la difesa antiossidante (45).

Memoria glicemica

E stato dimostrato che l'esposizione a elevati livelli di glucosio provoca un aumento persistente dei marcatori di stress
ossidativo e infiammazione nelle HUVEC, anche dopo la normalizzazione della glicemia. Questo fenomeno, noto come
“memoria iperglicemica endoteliale”, suggerisce che le cellule conservano un ricordo dell’esposizione a condizioni
iperglicemiche, il che potrebbe spiegare perché il controllo rigoroso della glicemia non riesce a prevenire completa-
mente le complicanze del diabete. In questo contesto, le CD-HUVEC rappresentano un modello efficace per lo studio
della memoria iperglicemica endoteliale e delle sue implicazioni nella senescenza precoce dell’endotelio e nelle com-
plicanze cardiovascolari associate al diabete (45).

Senescenza

Il diabete accelera la senescenza vascolare, un processo associato a infilammazione cronica e stress ossidativo, che sono
fattori chiave nella disfunzione endoteliale. Recentemente, é stato ipotizzato che l'acetiltransferasi p3oo giochi un
ruolo nella promozione di un fenotipo vascolare senescente precoce, contribuendo a infiammazione e stress ossidativo
correlati al diabete (46).

Studi in vitro hanno confermato che le CD-HUVEC mostrano una difesa antiossidante compromessa e livelli elevati di
ROS, associati a una diminuzione della localizzazione nucleare di Nrf2 e a una ridotta attivita della deacetilasi SIRT1.
Inoltre, le CD-HUVEC presentano un aumento dell’acetilazione della proteina p53 mediata da p3o00 rispetto ai control-
li. L'inibizione di p300 ha ridotto sia i livelli di p300 e p53 acetilato indotti da alte concentrazioni di glucosio sia i loro
livelli basali nelle cellule CD, suggerendo il coinvolgimento della via SIRT1/P300/P53 nel fenotipo senescente precoce di
queste cellule (45).

Pathway insulinica
Tra i meccanismi che contribuiscono alle complicanze cardiovascolari nel diabete, un ruolo significativo & giocato

dall'insulino-resistenza. In condizioni normali, I'insulina si lega ai recettori presenti sulle cellule, facilitando l'in-
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gresso del glucosio all'interno delle cellule stesse, dove viene utilizzato come fonte di energia o immagazzinato sotto
forma di glicogeno. Tuttavia, in caso di insulino-resistenza, le cellule diventano meno sensibili all'azione dell'insuli-
na, riducendo I'assorbimento del glucosio e aumentando i livelli di glucosio nel sangue. Per compensare, il pancreas
produce pitt insulina, portando a iperinsulinemia. Caumento dei livelli di glucosio e insulina contribuisce a un’in-
fiammazione cronica di basso grado che puo danneggiare i vasi sanguigni e accelerare il processo di aterosclerosi.
L'insulino-resistenza puo compromettere la funzione delle cellule endoteliali, che rivestono l'interno dei vasi san-
guigni. Questo deterioramento riduce la capacita dei vasi di dilatarsi e contrarsi in risposta alle esigenze del corpo,
aumentando cosi il rischio di ipertensione e malattie cardiovascolari.

Le HUVEC sono un modello ideale per lo studio dei meccanismi alla base della compromissione del segnale insulinico.
Linsulina stimola la produzione di NO nelle cellule endoteliali attraverso l'attivazione di eNOS. Tuttavia, in condi-
zioni di insulino-resistenza, questo processo &€ compromesso, portando a una riduzione della biodisponibilita di NO.
Linsulina normalmente attiva la via di segnale PI3K/Akt, che ¢ cruciale per la produzione di NO nelle cellule endote-
liali. Quando si verifica I'insulino-resistenza, questa via di segnale é interrotta, riducendo cosi l'attivita di eNOS e, di
conseguenza, la produzione di NO. Questo compromette la capacita di vasodilatazione dell’endotelio.

Alcuni studi in vitro hanno utilizzato le HUVEC come modello per studiare la compromissione della cascata di segnale
insulinica Insulin Receptor Substrate-1 (IRS-1)/PI3K/Phosphoinositide-dependent kinase-1(PDK-1)/Akt, in particolare
associata alla variante genetica Gg72R del gene IRS-1. La variante Gg972R compromette la regolazione dell’'ossido ni-
trico da parte dell'insulina nelle cellule endoteliali umane coltivate (47). L'insulino-resistenza provoca anche un au-
mento dell’attivazione della via mitogen-activated protein kinase (MAPK), che promuove la proliferazione cellulare e
I'infiammazione. Questo fenomeno é stato osservato in modelli di HUVEC nel contesto dell’obesita. Infatti, in vitro,
HUVEC esposte a plasma proveniente da individui obesi mostrano un significativo aumento dei livelli di ROS, una
maggiore esposizione di molecole di adesione vascolare e intercellulare, e aumentata interazione tra monociti e cellule
endoteliali. Questo é stato associato a uno squilibrio tra le vie di segnale insulinica pro- e anti-aterogeniche endotelia-
li, evidenziato da un aumento della via MAPK e una diminuzione della fosforilazione delle proteine IRS-1/Akt/eNOS,
insieme a una maggiore attivazione della proteina S6K1. In maniera interessante, I'inibizione della via mTORC1-S6K1
mediante rapamicina ha significativamente ripristinato l'attivazione della via IRS-1/Akt/eNOS, insieme a una mag-
giore attivazione della proteina S6K1. Inoltre, I'inibizione della via mTORC1-S6K1 mediante rapamicina ha significati-
vamente ripristinato l'attivazione della via IRS-1/Akt/eNOS, suggerendo un meccanismo di regolazione a feedback del
segnale IRS-1/Akt attraverso S6K1 (48).

Varianti genetiche

E noto che le persone con DMT2 sono maggiormente a rischio di complicanze cardiovascolari; tuttavia, la suscetti-
bilita agli effetti aterogeni del diabete varia da paziente a paziente, in parte a causa del background genetico (49).
Negli ultimi anni si & prestata particolare attenzione all'identificazione delle varianti genetiche che modulano tale
suscettibilita. La conoscenza di queste varianti genetiche potrebbe fornire importanti informazioni sui meccanismi
attraverso i quali I'iperglicemia favorisce la formazione e la progressione della placca ateromatosa. Oltre a identificare
isottogruppi di soggetti che rispondono meglio alle terapie cardiovascolari gia note, gli studi genetici possono rivelarsi
utili anche per individuare nuovi bersagli e trattamenti per le malattie cardiovascolari (CVD). Inoltre, queste varianti
potrebbero essere utili per identificare precocemente individui a rischio cardiovascolare elevato in modo da sottoporli
a trattamenti specifici, nell'ambito di un approccio di medicina di precisione (50).

In tale contesto, il modello delle cellule endoteliali € uno strumento prezioso per studiare varianti genetiche associate
ad aumentato rischio cardiovascolare nei pazienti con DMT2. Queste cellule rivestono l'interno dei vasi sanguigni
e svolgono un ruolo cruciale nella regolazione della funzione vascolare e nella risposta infiammatoria. Un esempio
di notevole importanza é rappresentato dall’analisi delle cellule endoteliali portatrici del polimorfismo rs10911021,
associato ad aumentato rischio di CVD, specifico nelle persone con DMT2 (51). Il polimorfismo rs10911021 & situato nel
locus 1g25, in prossimita del gene della glutammato-ammonio ligasi (GLUL), che codifica per I'enzima responsabile
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della sintesi della glutammina a partire dall’acido glutammico e dall’ammoniaca. I pazienti portatori dell’allele a
rischio in questo locus presentano un’espressione significativamente ridotta del gene GLUL nelle cellule endoteliali.
Inoltre, essi mostrano un rapporto plasmatico pitt basso tra acido piroglutammico e acido glutammico, suggerendo
una compromissione del ciclo y-glutammile, coinvolto nella produzione dell’antiossidante naturale glutatione (GSH).
Questo potrebbe rappresentare il meccanismo attraverso cui il polimorfismo conferisce un aumentato rischio CVD.
Pertanto, lo studio sulle cellule endoteliali e stato cruciale per esplorare questa ipotesi e comprendere i meccanismi
sottostanti. In dettaglio, a sostegno di tale ipotesi, é stato riscontrato che l'allele a rischio rs10911021 era associato,
nelle cellule endoteliali, a segnali biochimici di disfunzione del ciclo y-glutammile e a una ridotta detossificazione
del composto aterogeno metilgliossale (MC) - due caratteristiche che possono accelerare I'aterogenesi intensificando
lo stress ossidativo tipico del DMT2 (52). Questo approccio su cellule endoteliali permette di identificare meccanismi
molecolari alla base dell'aumento del rischio di CVD nel DMT2 e di valutare potenziali interventi terapeutici, come
l'integrazione di glutammina, per mitigare tali rischi. Questo modello cellulare e stato fondamentale per dimostrare
che gli effetti negativi della down-regolazione di GLUL, ottenuta tramite shRNA, possono essere completamente preve-
nuti esponendo le cellule alla glutammina (il prodotto della reazione enzimatica catalizzata dall’enzima codificato da
GLUL) (52). In particolare, una minore attivita di CLUL associata all’allele a rischio 1q25, che potrebbe determinare una
detossificazione compromessa del metilgliossale e un aumento dello stress ossidativo nei pazienti con T2D, potrebbe
essere prevenuta dall’aumento del rapporto redox fornito dall'integrazione di glutammina. Pertanto, I'integrazione di
glutammina potrebbe essere un intervento semplice per ridurre il rischio di CVD nei pazienti con T2D che portano il
genotipo a rischio 1q25.

teliale é costituito dal polimorfismo TRIB3 Q84R, un inibitore di Akt. Questa variante determina un aumento della
funzione inibitoria di TRIB-3 con riduzione del segnale a valle di Akt. Cli effetti vascolari di questo polimorfismo sono
stati studiati in HUVEC ottenute da portatrici della variante. In tali studi e stato dimostrato che la presenza della va-
riante altera la trasduzione del segnale dell'insulina mediato da Akt, con conseguente riduzione della attivazione di
eNOS e della produzione di NO. I portatori della variante mostravano unariduzione della funzione endoteliale valutata
mediante pletismografia.

In sintesi, il confronto tra le C e le CD HUVEC rappresenta un modello valido per lo studio delle complicanze vascolari
associate al diabete, offrendo una visione dettagliata dei processi inflammatori e ossidativi coinvolti nella disfunzione
endoteliale. E necessario, inoltre, ricordare che le CD-HUVEC derivano da un annesso del feto che & esposto solo per po-
che settimane a un ambiente materno caratterizzato da iperglicemia. Lo sviluppo della disfunzione endoteliale nelle
gravidanze complicate da diabete gestazionale e influenzato da uno squilibrio tra molecole pro- e anti-infiammatorie,
non limitato alla sola iperglicemia che puo causare, come precedentemente descritto, una senescenza vascolare pre-
coce e disfunzione endoteliale. Inoltre, il diabete gestazionale sembrerebbe associarsi a modifiche epigenetiche che
potrebbero trasmettere il fenotipo “diabetico” materno alla prole. Infatti, le CD-HUVEC esposte in vivo a un ambiente
metabolico alterato tipico del diabete, sembrano mantenere un “fenotipo cardiovascolare diabetico” anche dopo una
lunga esposizione invitro a livelli normali di glucosio, configurando una sorta di controllo epigenetico dell’espressione
genica (9, 53). Pertanto, questo modello consentirebbe di esplorare meccanismi cellulari e molecolari critici, fornendo
spunti per lo sviluppo di nuove strategie terapeutiche per la prevenzione e il trattamento delle complicanze diabetiche.

ESEMPI DI APPLICAZIONE DEL MODELLO SPERIMENTALE GD-HUVEC SULLA DISFUNZIONE ENDOTELIALE:
UN NUTRACEUTICO...

Cli integratori a base di inositolo e antiossidanti potrebbero rappresentare un valido approccio terapeutico nella gra-
vidanza complicata da diabete e resistenza all'insulina, al fine di migliorare il metabolismo del glucosio e ritardare
o evitare la terapia insulinica quando necessario (54). Esistono pochi ma interessanti dati preclinici riguardanti il
ruolo degli inositoli nella prevenzione e nel trattamento delle alterazioni endoteliali. Sembrerebbe che una variante
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isomerica del myoinositolo riduca la progressione del danno vascolare modulando I'attivazione della proteina chinasi C
(PKC), l'attivita della via dell'esosamina e la formazione di prodotti finali della glicazione avanzata (55). Secondo questi
risultati, I'inositolo potrebbe svolgere un ruolo cruciale non solo nella trasmissione del segnale insulinico ma anche
nella disfunzione endoteliale.

Il modello descritto nel paragrafo precedente ha permesso di indagare le potenziali azioni antinfiammatorie/antiossi-
danti del myoinositolo in uno studio traslazionale (44). Sono state valutate HUVEC di donne con diabete gestazionale
trattate con dieta associata all'integrazione di myoinositolo durante la gravidanza, rispetto alle HUVEC con diabete
gestazionale trattate solo con dieta. Nel dettaglio, sono stati valutati: 'adesione delle cellule monocitarie alle HUVEC,
l'esposizione delle molecole di adesione sulla membrana e i livelli di stress ossidativo. Per studiare ulteriormente gli
effetti vascolari del myoinositolo, le stesse valutazioni sono state eseguite su C-HUVEC e CD-HUVEC dopo una stimola-
zione in vitro di 48 ore con myoinositolo. In sintesi, é stato osservato che le GD-HUVEC ottenute da donne che avevano
assunto un’integrazione di myoinositolo durante la gravidanza mostravano una minor adesione dei monociti all'en-
dotelio, una minore esposizione di molecole di adesione e livelli inferiori di ROS intracellulari rispetto alle GD-HUVEC
ottenute da donne trattate solo con la dieta. Leffetto anti-infiammatorio/antiossidante del myoinositolo é stato confer-
mato nell’esperimento in vitro; il myoinositolo ha ridotto significativamente 'adesione monociti all'endotelio indotta
dal TNF-a sia nelle C-HUVEC che nelle CD-HUVEC. Inoltre, il myoinositolo é stato in grado di ridurre significativamen-
te 'esposizione di membrana di VCAM-1 e ICAM-1 indotta dal TNF-a in entrambi i modelli cellulari (C e GD). Infine, il
myoinositolo ha ridotto la produzione di ROS nelle cellule GD, mentre nelle cellule di controllo non si € osservata una
variazione significativa. Nel complesso, la possibilita di usare questo modello sperimentale ha permesso di dimostra-
re un chiaro effetto antinfiammatorio e antiossidante del myoinositolo nelle cellule umane ed ipotizzare una azione
protettiva contro I'inflammazione cronica indotta dalla disfunzione endoteliale nel diabete.

..UN FARMACO

I GLP1-RAs sono raccomandati dalle principali societa scientifiche per migliorare il controllo glicemico e ridurre il
rischio di eventi cardiovascolari nelle persone con DMT2. Sebbene l'efficacia cardioprotettiva dei GLP-1RAs ed il loro
effetto sui fattori di rischio modificabili tradizionali siano ben documentati, gli esatti meccanismi attraverso cui i
GLP-1RAs agiscono sull’aterosclerosi non sono del tutto noti. Studi meccanicistici hanno mostrato una azione diret-
ta sul sistema vascolare con meccanismi legati o meno alla presenza del recettore del CLP1 sulle cellule endoteliali.
Uno di questi, gia qualche anno fa, ha valutato 'effetto di uno dei farmaci della classe dei GLP-1Ras (liraglutide) sulle
HUVEC derivate da donne con diabete gestazionale e di controllo (42). Nelle CD-HUVEC, liraglutide é stata in grado di
ridurre in modo significativo 'adesione dei monociti all'endotelio indotta da TNF-a, cosi come l'espressione e l'esposi-
zione di VCAM-1 e ICAM-1 sulla membrana plasmatica. Inoltre, nelle stesse cellule, liraglutide ha ridotto l'attivazione
delle vie MAPK/NF-kB, i livelli di perossinitrito e il rilascio di vescicole extracellulari rilasciate nel mezzo di coltura,
un marcatore di attivazione/stress cellulare. Anche in questo ulteriore esempio, le HUVEC sono state un eccellente
modello cellulare, fondamentale per studiare i meccanismi molecolari alla base della disfunzione endoteliale e la loro
modulazione ad opera di un farmaco.

CONCLUSIONI

In conclusione, le HUVEC rappresentano un modello ex vivo di grande valore per lo studio della funzionalita del si-
stema vascolare e delle complicanze cardiovascolari, in particolare quelle legate al DMT2. La facilita di accesso e le
caratteristiche peculiari di queste cellule le rendono ideali per indagare i meccanismi molecolari alla base della di-
sfunzione endoteliale e per valutare l'efficacia di nuovi approcci terapeutici, inclusi farmaci e nutraceutici. Un aspetto
innovativo e rilevante é l'utilizzo delle GD-HUVEC, che offrono un’opportunita unica per studiare come l'esposizione
all'iperglicemia materna durante la gravidanza influenzi la salute vascolare e contribuisca alla disfunzione endo-
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teliale di un annesso appartenente al feto (Fig. 1). Le GD-HUVEC hanno permesso di esplorare in dettaglio i processi
patologici, come I'infiammazione e lo stress ossidativo, e di identificare potenziali target terapeutici per prevenire e
trattare le complicanze vascolari nel diabete. Tuttavia, é cruciale ricordare che i risultati ottenuti con le HUVEC, de-
vono essere convalidati e integrati con studi in vivo e clinici per assicurare la rilevanza traslazionale e l'applicabilita
dei risultati alla pratica clinica. L'isolamento e la caratterizzazione delle HUVEC hanno rappresentato un progresso
significativo nella biologia vascolare, facilitando lo studio delle malattie cardiovascolari e contribuendo allo sviluppo
dinuove terapie e metodi diagnostici. Sebbene gli studi condotti su HUVEC non sostituiscano completamente i modelli
in vivo, essi offrono vantaggi significativi nella ricerca di base e rappresentano un tassello fondamentale nella ricerca
traslazionale, potendo contribuire in modo decisivo allo sviluppo di strategie terapeutiche mirate alla prevenzione e al
trattamento delle malattie cardiovascolari associate al diabete.
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