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DESCRIZIONE DEL PROGETTO (max 800 parole)
Stato dell’Arte e Razionale

| farmaci corticosteroidi rappresentano il 15-23% delle intere prescrizioni farmacologiche in Italia. Alcuni di questi sono
prescritti dagli Endocrinologi per sostituire la funzione surrenalica deficitaria o per test diagnostici. Altri sono impiegati
a scopo anti-infiammatorio e immunosoppressivo. Ad oggi, hon é chiaro come la composizione corporea e la funzionalitd
renale ed epatica possano influenzare la cinetica di questi farmaci.

L’affidabilita del test al desametazone (DEX), impiegato per la diagnosi di ipercortisolismo, ¢ sovente inficiata da
interferenze sull’assorbimento del farmaco. In patologie causate da deficit surrenalici, il trattamento con glucocorticoidi
lesogeni puo produrre un sovradosaggio, determinando un ipercorticismo iatrogeno, o un insufficiente dosaggio, che
induce uno stato di iperandrogenismo. Tali condizioni possono a loro volta peggiorare il quadro patologico. Ad oggi, la
mancanza di efficienti strategie di monitoraggio e di significativi marcatori per predire la sovraesposizione da
corticosteroidi e la presenza di effetti avversi, riducono I’adeguatezza della terapia personalizzata.

Nelle patologie non endocrine trattate con glucocorticoidi, la minima dose efficace & definita in base ai parametri
infiammatori. Non vengono presi in considerazione i livelli circolanti di farmaco, la residua funzione dell’asse ipotalamo-
ipofisi-surrene e le alterazioni del ritmo circadiano. Inoltre, sono poco chiari i tempi di decalage del cortisonico per non
incorrere in insufficienza surrenalica.

I monitoraggio dei livelli di steroidi esogeni richiede frequenti prelievi ematici, difficilmente praticabili in pazienti fragili
0 a domicilio. Inoltre, i centri in grado di misurare gli steroidi esogeni ed endogeni in Italia sono limitati in numero,
rendendo tale possibilita largamente inaccessibile.

/Ancora oggi, in Italia, gli steroidi vengono misurati a scopi clinici mediante metodi immunometrici obsoleti, la cui scarsa
specificita provoca spesso misdiagnosi ed inappropriate scelte terapeutiche, determinando un drammatico aumento dei
costi della sanita. Negli ultimi 15 anni, per sopperire a questi limiti, il gruppo di ricerca di Endocrinologia del
Dipartimento di Science Mediche e Chirurgiche dell’Universita di Bologna, si ¢ avvalso della tecnologia di cromatografia)
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liquida-spettrometria di massa (LC-MS/MS) per sviluppare metodi quantitativi per gli ormoni steroidei multianalitici,
leconomici e, soprattutto, altamente sensibili e specifici, applicati a fluidi quali siero, plasma, saliva e terreni di coltura in
\vitro.

Le gocce di sangue su cartoncino (dried blood spot, DBS) da puntura del polpastrello costituiscono una valida alternativa
ai prelievi venosi. Il DBS richiede infatti un campionamento minimamente invasivo che puo essere effettuato
autonomamente a domicilio dal paziente, anche molteplici volte nell’arco della giornata, e pud essere recapitato al
laboratorio via posta.

La LC-MS/MS si ¢ gia dimostrata utile per dosare DEX, metilprednisolone (MPS), prednisone (PNS) e prednisolone
(PNL) in siero e saliva. Tuttavia, solo pochi studi hanno valutato steroidi endogeni ed esogeni simultaneamente.

Obiettivi

INell’ambito del piu ampio progetto intitolato “Analisi avanzata mediante cromatografia liquida/spettrometria di massa
tandem sull’andamento degli steroidi esogeni ed endogeni, svelandone le azioni metaboliche per migliorare gli esiti
cardiovascolari ed immunitari” finanziato dal MIUR mediante il programma PRIN2020, obiettivo del presente assegno
di ricerca e quello di sviluppare metodi LC-MS/MS multianalitici rivolti alla misurazione simultanea di steroidi endogeni
ed esogeni in derivati ematici quali siero e DBS.

Una volta validati, tali dispositivi analitici permetteranno di soddisfare gli obiettivi del progetto, ovvero di indagare la
farmacocinetica dei principali farmaci glucocorticoidi e di studiare al contempo la perturbazione dello steroidomal
endogeno da essi indotta in pazienti affetti da varie patologie endocrine e non endocrine che richiedano un trattamento a
base di corticosteroidi.

Metodologia (descrizione del campione, principali tecniche utilizzate, aspetti biostatistici, fattibilita...)

Verranno sviluppati metodi LC-MS/MS per la misurazione in DBS e siero di cortisolo, cortisone, 21-deosossicortisolo,
11-deosossicortisolo, aldosterone, corticosterone, 1ldesossicorticosterone, 170H-progesterone, 170H-pregnenolone,
deidroepiandrosterone solfato, androstenedione, testosterone, idrocortisone, cortone acetato, DEX, MPS, PNS e PNL.
/A tali scopi, verranno utilizzate la piattaforme disponibili al CRBA, quali API 4000 Q-Trap (Sciex) e Orbitrap Exploris|
240 (Thermo Fisher Scientific). La raccolta dei DBS verra messa a punto su carta Whatman. La quantificazione verra
condotta mediante standard interno isotopico. | metodi verranno validati secondo linee-guida internazionali.

/A seguire, verra condotto un confronto tra campioni appaiati di DBS e siero da sangue venoso, per valutare la
distribuzione degli analiti tra siero ed eritrociti e per calcolare le concentrazioni sieriche equivalenti.

Risultati attesi

Al completamento dell’anno di assegno, ci si aspetta di avere validato metodi preanalitici e analitici per due o piu pannelli
che includano farmaci e steroidi endogeni, e di aver misurato i campioni studio specifici.

Ci si aspetta che lo studio generi nuove conoscenze circa la farmacocinetica dei glucocorticoidi usati in patologie
endocrinologiche e non, utili a definire approcci terapeutici personalizzati e a ridurre e monitorare gli effetti avversi.

L applicazione della LC-MS/MS all’analisi quantitativa dei DBS rappresenta un’importante innovazione per la
medicina di laboratorio e per I’accesso alle cure di popolazioni fragili.

DESCRIZIONE DELLE ATTIVITA DELL’ASSEGNISTA

(per i nuovi assegni: max 400 parole; competenze richieste, scansione temporale della formazione,
scansione temporale dell attivita, obiettivi primari e secondari)

(per i rinnovi: max 600 parole — da integrare con la relazione dell’assegnista; formazione
raggiunta, attivita effettuata, obiettivi raggiunti/competenze acquisite, formazione ancora da
acquisire (se pertinente), scansione temporale dell attivita durante il rinnovo)

L assegnista deve possedere competenze in chimica analitica, cromatografia liquida ad alta pressione,
spettrometria di massa e relative tecniche di preparazione del campione.

L’ assegnista condurra gli esperimenti di sviluppo e validazione di metodi per la quantificazione di
steroidi in dried blood spot (DBS) e in siero. In particolare, si occupera della ottimizzazione delle
condizioni di ionizzazione e frammentazione in spettrometria di massa di ciascun composto standard
e isotopo. A seguire, I’assegnista si occupera di validare i metodi di separazione cromatografica
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multianalitici, testando diverse colonne cromatografiche, fasi mobili e condizioni separative. Inoltre,
I’assegnista si occupera di mettere a punto i protocolli di raccolta e conservazione dei DBS, nonché
quelli relativi all’estrazione degli steroidi, mediante sedute di comparazione di diversi solventi ¢
condizioni di incubazione.

Una volta sviluppato il metodo, ’assegnista procedera con gli esperimenti utili a definire la prestazione
dello stesso in termini di precisione, accuratezza, sensibilita, recupero ed effetto matrice.

Infine, si procedera alla comparazione delle concentrazioni steroidee osservate in siero e in DBS, e alla
misurazione dei campioni studio specifici.

In spirito di collaborazione, I’assegnista lavorera insieme agli altri membri e contribuira alle varie
attivita del gruppo di ricerca di endocrinologia.
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Uberto Pagotto

Commissione proposta  |/aminia Fanelli

3 commissari + Guido Di Dalmazi
1 supplente

Alessandra Gambineri

Scheda attivita assistenziale (se prevista)

ATTIVITA ASSISTENZIALI DELL’ASSEGNISTA/ N. ORE SETTIMANA (max 18 ore)

Non previste.

AZIENDA SANITARIA PRESSO CUI SI SVOLGERA L’ATTIVITA

Si ricorda che, come previsto dagli Accordi sull’impiego nell’attivita assistenziale dei Titolari
di assegni di ricerca, sottoscritti tra 1’Universita di Bologna e le Aziende Ospedaliere di
riferimento, unavolta stipulato il contratto con il vincitore della selezione, il tutor deve
consegnare alla Direzione Medica Ospedaliera la relativa modulistica, nella quale andranno
riportate le attivita qui segnalate.
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