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Inizia da questo numero della rivista una nuova Rubrica, che abbiamo chiamato “Medicina Traslazionale: applicazioni cliniche della
ricerca di base”.
La Medicina Traslazionale si basa sulla capacita di trasferire nuove conoscenze dalla scienza di base a quella biomedica in modo da generare
applicazioni diagnostiche e terapeutiche avanzate. Si occupa di tutto cio che, in ambito medico, traduce la scoperta scientifica che avviene nei
laboratori diricerca in risultati clinici al letto del malato.
Questa nuova Rubrica vuole evidenziare lo stretto legame, anche in ambito diabetologico, tra due mondi apparentemente lontani, quello della
ricerca dibase e quello della pratica clinica, evuole offrire ai lettorila possibilita di conoscere quegli ambiti di ricerca che risultano particolarmente
innovativi e con prospettive piit o meno immediate di applicazione clinica.
Larticolo presente in questo numero spiega come la scoperta dei microRNA (piccoli frammenti di RNA) abbia portato alla comprensione di mec-
canismi di regolazione della sintesi di proteine finora sconosciuti. I microRNA vengono oggi anche dosati in circolo, e quindi si prospetta la possi-
bilita che, da un semplice prelievo di sangue effettuato al letto del malato, si possano ottenere preziose informazioni sullo stato di avanzamento
della malattia diabetica e delle sue complicanze.

Francesco Purrello

MicroRNA circolanti; nuovi Guido Sebastian, Laura Nigi*
biomal‘catori diagnOStiCi e 'Dipartimento di Scienze Mediche Chirurgiche e Neuroscienze, U.O. Dia-

betologia, Universitad degli Studi di Siena; >Fondazione Umberto Di Mario

prognostici nel diabete mellito Onlus, TLS-Toscana Life Sciences, Siena

INTRODUZIONE

La scoperta di nuovi biomarcatori, costituisce ad oggi una sfida per la predizione, la diagnosi precoce e per il follow-up
di pazienti affetti da diabete mellito al fine di prevenirne le complicanze e per sviluppare le migliori strategie dia-
gnostiche e terapeutiche. Purtroppo, l'identificazione di nuovi biomarcatori in ambito diabetologico ¢ resa difficile
dall’assenza di specifiche molecole che, da un lato siano facilmente individuabili e misurabili in modo non-invasivo e,
dall’altro, forniscano informazioni dettagliate sullo stato delle isole pancreatiche e degli altri organi e tessuti coinvolti
in tale patologia.

Recentemente, ¢ stata individuata una nuova classe di molecole, i microRNA, presenti all'interno della maggior parte
delle cellule del nostro organismo e che potrebbero rappresentare degli ideali biomarcatori. Essi, all'interno delle cel-
lule, hanno la funzione di inibire I'espressione dei geni che codificano per proteine e, percio, partecipano attivamente
alla regolazione di molti processi cellulari. La loro alterazione é stata osservata in molte patologie, rendendoli degli im-
portanti target terapeutici. Inoltre, é stato scoperto che i microRNA possono essere secreti dalle cellule che li produco-
no ed essere misurati nel sangue periferico. Questa caratteristica, li ha resi degli ottimi candidati come biomarcatori
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periferici per diverse malattie, in quanto potrebbero potenzialmente rivelare in periferia le alterazioni eventualmente
presenti nei tessuti colpiti da un determinato processo patologico.

In questo articolo, ci proponiamo di approfondire il concetto di microRNA come regolatori di funzioni fondamentali
all'interno delle isole pancreatiche sia in condizioni normali che patologiche e di microRNA circolanti come futuri
biomarcatori per la diagnosi precoce del diabete mellito.

COSA SONO | microRNA?

MESSAGGI CHIAVE

« I microRNA sono delle piccole sequenze di RNA (circa 20-22 nucleotidi) che non codificano proteine. La loro funzione é invece
quella di regolare (prevalentemente inibire) gli RNA prodotti dai geni classici, impedendo che questi vengano usati per la
sintesi delle proteine.

* Sebbene costituiscano soltanto 1% dell'intero genoma umano, sono ritenuti responsabili della regolazione di circa il 50%
del patrimonio genetico. Ciascun microRNA puo potenzialmente inibire I'espressione di molti geni, mentre ogni RNA mes-
saggero puo essere bersaglio di pitt microRNA, creando in tal modo una complessa rete di regolazione post-trascrizionale

dell'espressione genica.

I microRNA, scoperti per la prima volta nel 1993, rappresentano una classe di piccoli RNA non codificanti per proteine,
costituiti da un singolo filamento della lunghezza di circa 20-22 nucleotidi. Essi regolano negativamente l'espressione
genica a livello post-trascrizionale, sia negli organismi animali che vegetali, tramite I'inibizione della traduzione in
proteine del’RNA messaggero o tramite la sua degradazione.

Negli ultimi anni e stata dimostrata la loro importanza nella regolazione di varie funzioni cellulari quali I'apoptosi, la
proliferazione, il differenziamento, lo sviluppo embrionale e la “comunicazione” tra cellule.

Nell'uomo sono stati identificati pitt di 1500 microRNA, il cui numero e destinato a crescere; essi sono ritenuti respon-
sabili della regolazione di circa il 50% del patrimonio genetico sebbene costituiscano soltanto 1'1% dell'intero genoma
umano (1).

Le varie tappe di maturazione nel processo di biogenesi dei microRNA avvengono in parte nel nucleo e in parte nel cito-
plasma cellulare. Alivello del nucleo, i microRNA vengono trascritti dall’enzima RNA polimerasi Il a partire dai propri
geni (2); la prima struttura non matura, prodotta in seguito alla trascrizione del gene del microRNA, viene chiamata
pri-microRNA e viene processata nel nucleo cellulare dall'enzima ribonucleasi di tipo III (RNAsi III), Drosha, dando
origine ai precursori dei microRNA (pre-microRNA), costituiti da circa 70 nucleotidi. URNAsi III Drosha per svolgere
la sua funzione, necessita di un cofattore, la proteina DGCR8 ('acronimo per DiGeorge Sindrome Critical Region 8),
fondamentale per la maturazione dei microRNA.

I pre-microRNA vengono trasportati dal nucleo al citoplasma tramite la proteina Esportina-5 (uno dei recettori nu-
cleari responsabili del trasporto del'RNA dal nucleo al citoplasma) e vengono processati ad opera dell’enzima RNAsi
I1I-Dicer, a formare i microRNA maturi a doppio filamento, ciascuno comprendente circa 22 nucleotidi. I microRNA,
affinché siano completamente maturi e funzionanti necessitano della separazione dei due filamenti complementari
e dell'unione di un singolo filamento selezionato ad un complesso proteico (RISC- RNA-Induced Silencing Complex),
principalmente costituito dalle cosiddette proteine Argonaute, la cui funzione é quella di mediare I'inibizione dell’e-
spressione genica guidata dal microRNA stesso.

Lattivita di inibizione dell’espressione genica post-trascrizionale da parte dei microRNA, avviene esclusivamente in
seguito alla loro incorporazione nel complesso proteico di silenziamento RISC (3). Tale attivita si verifica nel momento
in cui il microRNA, insieme al complesso RISC, tramite la sua sequenza specifica, si appaia a regioni particolari del-
I'RNA messaggero bersaglio. Il meccanismo di inibizione dell’espressione genica puo essere mediato dal blocco della
traduzione dell'RNA messaggero oppure dalla sua diretta degradazione da parte del complesso RISC. La scelta del mec-
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Figura1 @ Processo ditrascrizione e maturazione dei microRNA all’'interno di una cellula

L'attivita diinibizione dell'espressione genica puo svolgersi attraverso la diretta degradazione dell'/RNA messaggero (1), in seguito ad un completo
appaiamento del microRNA alla sequenza bersaglio, oppure attraverso blocco della traduzione proteica del’'RNA (2) in conseguenza di un parziale o
incompleto appaiamento
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canismo é strettamente dipendente dal tipo di appaiamento (completo o incompleto) del microRNA alla sequenza di
riconoscimento (Fig. 1).

Da notare che ciascun microRNA puo potenzialmente inibire l'espressione di molti geni, mentre ogni RNA messaggero
puo essere bersaglio di pitt microRNA creando una complessa rete di regolazione post-trascrizionale dell’espressione ge-
nica (3). In tal modo, la presenza dei microRNA risulta strettamente necessaria per il controllo dell’espressione genica
e, di conseguenza, per 'omeostasi di interi processi cellulari come I'apoptosi, il differenziamento ed il ciclo cellulare.

MicroRNA E DIABETE

MESSAGGI CHIAVE
Ruolo dei microRNA

* Negli ultimi anni é stata dimostrata la loro importanza nella regolazione di varie funzioni cellulari quali 'apoptosi, la prolife-
razione, il differenziamento, lo sviluppo embrionale e la “"comunicazione” tra cellule. Alcune evidenze sperimentali hanno as-
sociato i microRNA ad aterosclerosi, patologie cardiovascolari e diabete mellito tipo 2 (DM2). In particolare, alcuni microRNA
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sono ritenuti fondamentali per il corretto funzionamento delle beta-cellule pancreatiche e dei tessuti bersaglio dell'insulina.
Ad esempio, il miR-375 & un microRNA la cui espressione € particolarmente elevata e specifica a livello delle isole pancreati-
che; esso e coinvolto nella regolazione della secrezione insulinica e nel controllo dell’espansione della massa beta-cellulare.

e Oltreal mantenimento di una corretta funzione delle isole pancreatiche, i microRNA sono coinvolti anche nell'omeostasi del

sistema immunitario. Infatti, e stato dimostrato che alcuni microRNA sono degliimportanti regolatori sia dello sviluppo del
sistema immunitario che della risposta immunitaria.

Il coinvolgimento dei microRNA nella patogenesi di diverse malattie e stato ampiamente confermato in letteratura (2).
[ dati pitt consistenti provengono dagli studi sul cancro. Infatti, é stato dimostrato che circa il 50% dei geni codificanti
per i microRNA nel genoma umano sono localizzati in regioni classicamente associate alla tumorigenesi o comunque
in siti fragili all'interno dei cromosomi. Esistono, tuttavia, evidenze sperimentali che associano i microRNA anche
alla regolazione di diverse funzioni nell’ambito del sistema immunitario e, quindi, allo sviluppo di malattie a pato-

genesi immuno-mediata (4) come l'artrite reumatoide, il lupus eritematoso sistemico, la sclerosi multipla e il diabete

Figura2 @ |microRNA regolano la secrezione insulinica

I microRNA sonoin grado diregolare I'espressione di geni codificanti per proteine coinvolte nel processo difusione del granulo diinsulina alla mem-

brana plasmatica. Al processo diregolazione partecipano diversi microRNA (miR-124a, miR-34, miR-96, miR-9) che direttamente o indirettamente,
inibiscono o attivano la funzione dialcuni geni coinvolti nella secrezione
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tipo 1 (DM1) (5), oppure a disordini metabolici e quindi nello sviluppo ad esempio di aterosclerosi, patologie cardiova-
scolari e diabete mellito tipo 2 (DM2) (6-7).

I microRNA sono fondamentali per il corretto funzionamento delle isole pancreatiche. In particolare la funzione delle
beta-cellule e dei tessuti bersaglio dell'insulina é in parte determinata dall’espressione di specifici microRNA. Molti
di questi sono comunemente espressi in diversi tessuti all'interno dell’'organismo, con alcune importanti eccezioni. I1
miR-375 € un microRNA la cui espressione e particolarmente elevata e specifica a livello delle isole pancreatiche; esso
é coinvolto nella regolazione della secrezione insulinica e nel controllo dell’espansione della massa beta-cellulare.
E stato dimostrato che l'iper-espressione del miR-375 in linee murine di beta-cellule, nonché in isole pancreatiche
umane e di roditore, regola negativamente la secrezione insulinica glucosio-indotta, principalmente attraverso il con-
trollo dell’espressione della miotrofina, una proteina coinvolta nell’esocitosi del granulo secretorio (8), mentre induce
una riduzione della proteina PDPK1 (3’phosphoinositide-dependent protein kinase-1), comportando una diminuzione
nell’azione stimolatoria da parte del glucosio sull’espressione del gene dell'insulina e sulla sintesi di DNA. Inoltre, &
stato osservato che topi omozigoti per la delezione del gene codificante il miR-375 presentano iperglicemia cronica,
riconducibile principalmente alla riduzione della massa beta-cellulare e dei livelli di insulina (9).

Anche altri microRNA sembrano partecipare al processo di secrezione insulinica tramite il controllo dei livelli di
espressione di alcuni componenti chiave del meccanismo di esocitosi. Tra questi il miR-124a, espresso nelle beta-cellu-
le e nelle cellule nervose. Esso e principalmente coinvolto nel processo di sviluppo embrionale delle isole pancreatiche
attraverso la regolazione del fattore di trascrizione FOXAz2 (coinvolto nella differenziazione beta-cellulare), ma risulta
anche implicato nel processo di secrezione dell'insulina tramite la regolazione di geni quali la miotrofina e la GTPasi
RAB27A (10). E stato dimostrato che anche altri microRNA possono regolare il processo di secrezione insulinica, bersa-
gliando geni con diverse funzioni ed operanti in vari stadi del processo di esocitosi (Fig. 2).

Lavvento delle nuove piattaforme di screening dei microRNA ha messo in evidenza I'importanza dell'identificazione
di una loro alterata espressione a livello tissutale. Nelle isole pancreatiche di donatori multi-organo affetti da DM2
sono state osservate alterazioni dell’espressione di alcuni microRNA che probabilmente contribuiscono alle disfun-
zioni beta-cellulari spesso osservate in questi pazienti. In particolare, e stata dimostrata l'alterazione dell’espressione
di un intero cluster di microRNA (i cui geni sono situati nel locus DLK1-MEG3) che sono specificamente ipo-espressi
nelle beta-cellule di donatori DM2 e che regolano geni coinvolti nell’apoptosi (TP53INP1) e nella produzione di amiloide
(IAPP), portando ad un aumento dei fenomeni di morte cellulare e quindi ad una riduzione della massa beta-cellulare
(12).

Lalterazione dei profili di espressione dei microRNA é stata inoltre osservata in isole pancreatiche di donatori multi-
organo che presentavano una ridotta tolleranza al glucosio (12). In questo caso, gli autori hanno individuato alcuni
microRNA (miR-375, miR-184, miR-127a) la cui espressione in soggetti privi di alterazioni a carico del metabolismo
glucidico era correlata positivamente alla biosintesi dell'insulina (miR-375, miR-127a) e negativamente alla secrezione
insulinica glucosio-indotta (miR-184). Tali correlazioni non si evidenziavano invece nei soggetti con ridotta tolleranza
al glucosio (HbA1c>6,1), dimostrando un ruolo attivo dei microRNA nei processi coinvolti nella funzionalita dell'unita
gluco-sensoria (12).

Lalterazione dell’espressione dei microRNA é stata riscontrata anche in isole pancreatiche provenienti da modelli ani-
mali di diabete autoimmune. In particolare, diversi studi hanno dimostrato un aumento dell’espressione di alcuni
microRNA in isole di topi NOD (Non-Obese Diabetic) prediabetici; tra i microRNA iper-espressi sono stati identificatiil
miR-146, il miR-34, il miR-29 e il miR-211i quali influiscono in maniera fortemente negativa sulla funzione e sulla vi-
talita delle beta-cellule. Inoltre, 'espressione di tali microRNA puo essere indotta in vitro in varie linee beta-cellulari,
nonché in isole pancreatiche, in seguito a trattamento con citochine pro-infiammatorie, dimostrando come essi pos-
sano anche rappresentare dei mediatori del danno infiammatorio riscontrabile nel DM1 (13).

Oltre al mantenimento di una corretta funzione delle isole pancreatiche, i microRNA sono coinvolti anche nell'ome-
ostasi del sistema immunitario. Infatti, e stato dimostrato che alcuni microRNA sono degli importanti regolatori
sia dello sviluppo del sistema immunitario che della risposta immunitaria. Per esempio, nei linfociti T, una corretta
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espressione del miR-155 & necessaria per un adeguato differenziamento e per un’ottimale attivazione di tali cellule. In-
fatti, & stato dimostrato che topi transgenici mancanti del miR-155 mostravano sintomi di immunodeficienza e difetti
nella funzione dei linfociti B, T e delle cellule dendritiche (14). Altri microRNA, come quelli facenti parte del cluster
miR-17-92, sono fondamentali per lo sviluppo dei linfociti B ed una loro alterazione e in grado di generare disordini
autoimmunitari (es. DM1, sclerosi multipla, encefalomielite autoimmune) (15).

Recentemente, diversi studi hanno dimostrato un’alterazione dell’espressione dei microRNA in cellule del sistema
immunitario provenienti dal sangue periferico (PBL) di pazienti affetti da DM1. In uno studio del 2011 abbiamo analiz-
zato i livelli di espressione del miR-326 a livello dei linfociti estratti dal sangue periferico di pazienti con diabete tipo
1, con e senza positivita anticorpale (anti decarbossilasi dell’acido glutammico e anti proteina tirosin-fosfatasi 1A-2). I
livelli di miR-326, gia descritti come iperespressi a livello linfocitario nell’ambito della sclerosi multipla e correlati con
la gravita di malattia, risultavano incrementati nei pazienti con positivita anticorpale rispetto a quelli con anticorpi
negativi (15). Pitt recentemente, sono stati identificati ben 44 microRNA la cui alterazione nei PBL era associata alla
presenza di diabete autoimmune, rafforzando l'ipotesi di un coinvolgimento dei microRNA anche a livello del sistema
immunitario in presenza di DM1 (16).

I microRNA CIRCOLANTI

MESSAGGI CHIAVE

e Oltreasvolgere unruolo nellaregolazione dell'espressione genica all'interno delle cellule che li producono, alcuni microRNA
possono essere secreti e quindi possono essere trovati nella maggior parte dei fluidi biologici (ad es. plasma, siero, saliva,
urine).

¢ Nella pratica clinica, cosi come enzimi, isoenzimi e proteine, anche i microRNA potrebbero essere utilizzati come biomarca-
tori perladiagnosi, la prognosi e la risposta al trattamento in molte patologie, tra cui il diabete e le sue complicanze coniche.
Resta ancora da chiarire con esattezza l'origine dei microRNA circolanti. Al momento si alternano due ipotesi principali: la
prima sostiene cheimicroRNAvengono passivamente rrilasciatiin circolo da parte di cellule appartenentia tessuti che hanno

subito un danno; la seconda ipotesi, invece, prevede la secrezione attiva dei microRNA all'interno di microvescicole.

Oltre a svolgere un ruolo nella regolazione dell’espressione genica all'interno delle cellule che li producono, alcuni
microRNA possono essere secreti e quindi possono essere trovati nella maggior parte dei fluidi biologici (plasma, siero,
saliva, urine, liquido seminale, latte materno, liquido amniotico, liquido cefalo-rachidiano, liquido pleurico e perito-
neale ecc.).

Nella pratica clinica, cosi come enzimi, isoenzimi e proteine, anche i microRNA potrebbero essere utilizzati come bio-
marcatori per la diagnosi, la prognosi e la risposta al trattamento in molte patologie, tra cui il diabete e le sue compli-
canze coniche, come viene ampiamente suggerito in ambito oncologico. La presenza dei microRNA nei fluidi biologici
é stata descritta per la prima volta nel 2008 da Chim et al. che hanno dosato, nel plasma materno, specifici microRNA
placentari (17) e da Latrie et al. che hanno rilevato la presenza di microRNA tumore-associati nel siero di pazienti con
linfoma a cellule B diffuso (18).

I microRNA possono circolare nel sangue complessati alle proteine Argonaute, a particelle HDL (High Density Lipo-
protein) (19) oppure all'interno di vescicole. In tal modo, essi sono protetti dalla degradazione ad opera degli enzimi
ribonucleasi, abbondantemente presenti nel siero (3, 19), e percio risultano molto stabili. Tuttavia e ancora da chiarire
con esattezza l'origine dei microRNA circolanti. Al momento si alternano due ipotesi principali: la prima sostiene che
i microRNA vengono passivamente rilasciati in circolo da parte di cellule appartenenti a tessuti che hanno subito un
danno (un esempio e il miRNA-208 che e tipicamente espresso a livello del miocardio e che puo essere rilevato a livello
sierico in seguito ad una lesione tissutale cardiaca) e che risultano complessati a proteine argonaute; la seconda ipo-
tesi, invece, prevede la secrezione attiva dei microRNA all'interno di microvescicole (Fig. 3). Esistono tre diversi tipi
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di vescicole contenenti microRNA: i corpi apoptotici, le vescicole di fusione e gli esosomi. Questi ultimi derivano dai
corpi multivescicolari citoplasmatici la cui formazione ed il conseguente rilascio possono essere indotti da stimoli ex-
tracellulari sia in condizioni fisiologiche che patologiche (20). Essi sembrano svolgere diverse funzioni biologiche come
la presentazione dell’antigene, il trasporto di RNA e proteine e la comunicazione cellula-cellula (19, 21). E possibile
quindi ipotizzare che i microRNA possano essere appositamente secreti, trasportati alla cellula/tessuto bersaglio e
rilasciati tramite la fusione degli esosomi con la membrana plastica della cellula ricevente (oppure tramite il legame
a specifici recettori), in modo da poter svolgere la loro funzione di regolazione dell” espressione genica a livello degli
RNA messaggero bersaglio anche a “distanza” dalla cellula produttrice (21-23). Una terza ipotesi, che si aggiunge alle
precedenti, sostiene infine che i microRNA circolanti potrebbero derivare dalle cellule presenti nel torrente circolatorio

come reticolociti, linfociti B/T ecc. (24).

Figura3 @ |microRNA vengono secretidalle cellule

La secrezione dei microRNA pud avvenire attraverso diverse modalita: (1) essi possono essere secreti dalle cellule complessati a lipoproteine (HDL)
ed essere trasportatiin circolo attraverso questa modalita; (2) possono essere inglobati negli esosomi e secreti dalle cellule in seguito alla formazio-
ne dei corpi multivescicolari; (3) in seguito alla formazione dei corpi apoptotici, in conseguenza della morte cellulare, i microRNA insieme ad altrire-
sidui intracellulare, vengono incorporatiin queste particolari vescicole e rilasciatiin circolo; (4) i microRNA in complesso con le proteine Argonaute
vengono secretidalle cellule per fusione di vescicole intracellulari alla membrana plasmatica
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MicroRNA CIRCOLANTI E DIABETE

Esistono ad oggi pochi studi pubblicati in letteratura, sull’espressione dei microRNA nel siero/plasma di soggetti af-
fetti da diabete mellito. Per quanto riguarda il DM2, in uno studio prospettico del 2010 sono stati determinati i livelli
di espressione plasmatica dei microRNA in una popolazione di 800 soggetti, di cui 8o con DM2 all’inizio dello studio e
19 che lo svilupparono nel corso dei successivi 10 anni di follow-up. Tale studio ha portato all'identificazione di 13 mi-
croRNA che risultavano essere differenzialmente espressi nei soggetti diabetici, di cui 5 (miR-15a, miR-126, miR-320,
miR-223, miR-28-3p) gia alterati prima della manifestazione della malattia. La determinazione dell’alterazione dell’e-
spressione dei microRNA appartenenti a questo cluster era sufficiente all'identificazione di circa il 70% dei soggetti con
DM2 (25). Inoltre, I'alterazione dell’espressione di tali 5 microRNA permetteva di predire I'insorgenza della patologia
in circa il 52% dei soggetti inizialmente reclutati come normoglicemici e che la sviluppavano nel corso del follow-up,
dimostrando la qualita dei microRNA come biomarcatori diagnostici. Altri autori hanno successivamente confrontato
il profilo di espressione dei 5 microRNA precedentemente descritti e differenzialmente espressi in soggetti suscettibili
allo sviluppo di DM2, nel plasma di pazienti con DM2 o con alterata glicemia a digiuno rispetto a soggetti di controllo.
Dairisultati dello studio é emerso che i livelli plasmatici del microRNA miR-126 risultavano significativamente ridotti
nei pazienti con DM2 e con alterata glicemia a digiuno rispetto ai controlli (26).

In un altro studio sono stati arruolati 56 soggetti, suddivisi in tre gruppi (19 soggetti normoglicemici, suscettibili allo
sviluppo di DM2, 19 soggetti con alterata glicemia a digiuno e/o ridotta tolleranza ai carboidrati e 18 soggetti con DM2
neodiagnosticato) allo scopo di valutare il significato clinico dell’espressione a livello sierico di 7 microRNA coinvolti
nella patogenesi del DM2. L'analisi dei risultati ha dimostrato che tutti i 7 microRNA risultavano iper-espressi nei
soggetti diabetici rispetto ai normoglicemici e che 5 erano iper-espressi rispetto ai soggetti pre-diabetici (27). Nel 2012,
invece, Karolina et al., in uno studio il cui scopo era quello di caratterizzare il profilo di espressione dei microRNA nel
sangue e negli esosomi di 265 pazienti con sindrome metabolica, hanno osservato l'iper-espressione dei microRNA
miR-150, miR-192, miR-375, miR-27a e miR-320a in una coorte di pazienti con DM2 (28). Recentemente, é stato pub-
blicato uno studio che suggerisce il ruolo predittivo del microRNA miR-146a nella diagnosi di DM2. Infatti, gli autori
hanno osservato un’iper-espressione di tale microRNA nel plasma di 9o pazienti diabetici neodiagnosticati rispetto
a 9o soggetti di controllo. Il miR-146a potrebbe contribuire alla patogenesi del DM2 poiché coinvolto nell’espressione
dell'enzima eme ossigenasi-1 (HO-1), e quindi, indirettamente nello stress ossidativo causato dal metabolismo del fer-
ro, che sappiamo essere implicato nello sviluppo del DM2 (29). Infine, uno studio pubblicato molto recentemente ha
valutato il profilo di espressione di 14 microRNA nel plasma di 152 soggetti, 84 nati in Iraq e poi trasferitisi in Svezia e
68 nati in Svezia ed ivi residenti, di cui 19 appartenenti al primo gruppo e 14 appartenenti al secondo gruppo con DM2.
Considerando la popolazione totale in studio, i microRNA plasmatici miR-24 e miR-29b sono risultati iper-espressi nei
pazienti con DM2 rispetto ai controlli, mentre, suddividendo i partecipanti allo studio in base al paese d’origine, il
miR-144 e risultato significativamente piui elevato nel plasma dei pazienti nati in Svezia e affetti da DM2 (30).

In riferimento al diabete di tipo 1, in uno studio del 2012, abbiamo confrontato il profilo di espressione dei microRNA
circolanti di 20 pazienti con DM1 alla diagnosi, con quello di soggetti di controllo ed abbiamo dimostrato che dei 206
microRNA rilevati nel siero, 64 risultavano differenzialmente espressi nei pazienti con DM1. Tali microRNA risultano
implicati nella regolazione della funzione beta-cellulare e di cellule appartenenti al sistema immunitario (31). Nielsen
et al. hanno invece confrontato il profilo di espressione dei microRNA nel siero di bambini affetti da DM1 e di soggetti
di controllo ed hanno individuato 12 microRNA (tra i quali alcuni implicati nel processo di apoptosi delle beta cellu-
le) che risultavano iper-espressi nei pazienti diabetici (miR-152, miR-30a-5p, miR-181a, miR-24, miR-148a, miR-210,
miR-27a, miR-29a, miR-26a, miR-27b, miR-25, miR-200a). Inoltre, i livelli circolanti del miR-25, erano correlati con la
funzione beta-cellulare residua (valutata tramite la misurazione del c-peptide) e con un controllo glicemico adeguato
(valutato tramite la determinazione dei livelli di emoglobina glicata) a tre mesi dall'insorgenza di malattia (32).
Recentemente, uno studio su un modello animale di diabete autoimmune (topo NOD), ha dimostrato il potenziale
ruolo del miR-375 (specificamente ed abbondantemente espresso nelle isole pancreatiche) come biomarcatore per la ri-
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levazione della distruzione beta-cellulare. Gli autori hanno dimostrato che i livelli plasmatici di tale microRNA erano
molto alti nelle 2 settimane che precedevano I'insorgenza della patologia in topi NOD. Inoltre, la distruzione, speri-
mentalmente indotta, delle beta-cellule in topi normali, ha portato ad un drastico aumento plasmatico del miR-375
dimostrando la diretta provenienza di tale microRNA dalla distruzione delle beta-cellule. Tali dati suggeriscono un
potenziale ruolo del miR-375 nel rilevare possibili danni a carico delle isole pancreatiche, gia prima dell’esordio clinico
della malattia e potrebbe quindi essere utilizzato in futuro come biomarcatore per il DM1 (33).

MicroRNA CIRCOLANTI E COMPLICANZE CRONICHE DEL DIABETE

MESSAGGI CHIAVE
e Perquantoriguarda il DM2, sono statiidentificati alcuni microRNA che risultavano essere differenzialmente espressi nei sog-
gettidiabetici, di cuialcuni gia alterati nei soggetti con pre-diabete, quindi prima della manifestazione clinica della malattia.
e Perquantoriguarda il DM1, alcuni microRNA coinvolti nellaregolazione della funzione beta-cellulare e di cellule appartenenti
al sistema immunitario, e nel processo di apoptosi, sono risultati iper-espressi nei soggetti diabetici rispetto ai controlli.
 Alcuni studi hanno anche trovato unalterazione dell’'espressione di alcuni microRNA nei pazienti con complicanze macro- e

microvascolari, rispetto a quelli senza complicanze.

Alcuni studi hanno correlato la presenza delle complicanze del diabete all’alterazione dell’espressione sierica/plasma-
tica dei microRNA. Nello studio condotto da Zampetaki et al., citato in precedenza, é stato osservato che i ridotti livelli
plasmatici di miR-126 (microRNA che sembra svolgere un’importante funzione nell'integrita delle strutture vascolari)
in pazienti con DM2, correlavano con la presenza di vasculopatia (25). Caporali et al. hanno descritto invece una iper-
espressione del miR-503 nel plasma di pazienti diabetici con ischemia vascolare periferica (34); inoltre, tale microRNA,
erarisultato iperespresso a livello muscolare in ratti diabetici con ischemia periferica. Infine, in uno studio pubblicato
nel 2013 abbiamo analizzato il profilo di espressione di 384 microRNA nel siero di pazienti affetti da DM2 con e senza
complicanze croniche. I risultati hanno indicato un’alterazione dell’espressione dei microRNA nei pazienti con com-
plicanze macro- e microvascolari, rispetto a quelli senza complicanze. In particolare, il miR-31 é risultato iper-espresso
nei pazienti con complicanze microvascolari rispetto agli altri due gruppi (35); dati presenti in letteratura suggeri-
scono che tale microRNA potrebbe essere implicato nella permeabilita dei vasi e nell'angiogenesi, rivelando un suo
possibile ruolo nel danno vascolare in corso di diabete.

DOSAGGIO DEI microRNA CIRCOLANTI

Attualmente, sono disponibili diverse metodiche che permettono la misurazione (specifica o in massa) dei microRNA.
Tra queste spiccano certamente la PCR (Polymerase Chain Reaction), ed il sequenziamento di nuova generazione (NGS
miRNA-seq). La misurazione dei microRNA circolanti prevede il medesimo procedimento comunemente utilizzato
per il dosaggio dei microRNA cellulari (estrazione del’RNA, produzione di cDNA, analisi attraverso PCR o RNAseq).
Tuttavia, la preparazione del campione su cui effettuare la misurazione, risulta essere un passaggio di fondamentale
importanza, soprattutto per quanto riguarda siero o plasma derivanti da sangue periferico. E stato dimostrato che i
livelli di espressione dei microRNA circolanti possono variare considerevolmente in relazione a fattori pre-analisi che
riguardano la preparazione del campione di siero o plasma. Uno dei fattori fondamentali nella preparazione del cam-
pione ¢ la separazione, attraverso centrifugazione, della parte corpuscolata del sangue dalla parte liquida di interesse.
In questo caso, essendo i microRNA trasportati mediante diverse modalita nel circolo sanguigno, la velocita di centri-
fugazione potrebbe influenzare notevolmente la presenza di alcuni microRNA a discapito di altri.
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La valutazione dell’esame emocromocitometrico, risulta essere anch’essa di fondamentale importanza; infatti, varia-
zioni considerevoli della presenza di particolari tipi di cellule del sangue potrebbero influenzare l'espressione di alcuni
specifici microRNA.

Infine, altro parametro da tenere in considerazione, é il livello di emolisi del campione da analizzare che potrebbe
portare ad un’elevata contaminazione nel siero/plasma di microRNA intracellulari.

CONCLUSIONI

I microRNA circolanti potrebbero offrire un importante contributo alla diagnosi, alla prognosi e all'identificazione
dei soggetti a rischio per lo sviluppo di molte malattie, in quanto possiedono molte caratteristiche attribuibili ad un
biomarcatore ideale.

Attualmente, molti kit in commercio consentono di effettuare il dosaggio dei microRNA sia su plasma che su siero,
dove si mantengono piuttosto stabili e risultano particolarmente resistenti a valori estremi di pH, a temperature di
ebollizione, a multipli cicli di congelamento-scongelamento e a lunghi periodi di conservazione (24). Inoltre, alcuni
microRNA sono altamente tessuto-specifici e peculiari nell'ambito di determinate patologie, pertanto la ricerca della
loro espressione a livello sierico sta prendendo sempre pil piede, come indicano gli innumerevoli studi in campo onco-
logico, nella diagnosi precoce, nella prognosi e nell’ andamento di malattia.

In riferimento al diabete ma anche alla fase che precede I'insorgenza di malattia, l'utilizzo dei microRNA come bio-
marcatori, che permettano di effettuare la diagnosi o l'identificazione di soggetti a rischio per lo sviluppo della malat-
tia ancor prima della loro manifestazione clinico-strumentale, potrebbe svolgere un ruolo fondamentale. Nell'ambito
ancor piu specifico delle complicanze croniche del diabete, che rappresentano la principale causa di morbilita e mor-
talita dei pazienti affetti da tale patologia, una diagnosi precoce potrebbe senz’altro contribuire a prevenire o limitare
idanni a carico degli organi bersaglio, con un enorme impatto sul miglioramento della qualita della vita dei pazienti
che ne risultano affetti. Attualmente infatti non sono presenti dei biomarcatori sierici/plasmatici in grado di identi-
ficare la presenza delle varie complicanze del diabete, o ancor meglio di anticiparne la diagnosi rispetto alle indagini
strumentali o alla comparsa delle manifestazioni cliniche.

Tuttavia un'importante sfida per il futuro sara quella di confermare i dati emersi da studi condotti sul dosaggio dei
microRNA in piccole popolazioni, in popolazioni pitt ampie determinando, in tal modo, I'impronta digitale certa dei
microRNA circolanti durante il diabete.

Al momento restano ancora molte domande: non si conoscono le funzioni svolte da molti dei microRNA circolanti e
non sempre esiste una correlazione tra i livelli di certi microRNA a livello tissutale e a livello sierico/plasmatico. Non
sappiamo quanto rapidamente le eventuali modifiche dei livelli circolanti dei microRNA che in teoria rispecchiano
quelle a livello tissutale, si verifichino (22). Inoltre, sebbene sia gia possibile dosare in maniera accurata i microRNA
circolanti, ancora non esistono dei protocolli altamente standardizzati che permettano di trovare un punto di incontro
a livello tecnico tra diversi laboratori, generando, in tal modo, risultati anche diversi tra loro (22, 24).

In conclusione, i microRNA circolanti rappresentano degli ottimi candidati a divenire ideali biomarcatori che permet-
tano di predire l'insorgenza del diabete e di poterne seguire 'andamento nel tempo e di individuare, anzitempo, le
complicanze prima della loro manifestazione clinica.
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