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Premessa

I microRNA occupano una posizione gerarchicamenitec& nella regolazione
delle networkscellulari e sono quindi candidati di rilievo pem goinvolgimento
patogenetico in patologie sistemiche, quali le teeip e le malattie degenerative.
Di conseguenza, queste molecole sono concordeméesttate i biomarcatori di
nuova generazione piu promettenti per la diagmpmsi)a prognosi ed il disegno di
interventi terapeutici innovativi: e facile ipotenz che la disponibilita di batterie
di microRNA, ben caratterizzati dal punto di vistaolecolare, strettamente
associati alla patologia di interesse, e presegitisiero, dovrebbe modificare in
modo radicale le modalita operative e le prospettivsuccesso nell’ambito della
Medicina clinica.

Obiettivo del nostro lavoro e stato quello di cdmtire alla caratterizzazione del
ruolo dei microRNA nella patogenesi del Diabete Iktel(DM), ed identificare e
caratterizzare uetdi microRNA da utilizzare quali biomarcatori mobdari e
potenziali bersagli terapeutici di tale patolodge,cui incidenza € aumentata a
livello mondiale a tal punto da giustificare l'izito del termine “epidemia”.
Nonostante un’estesa bibliografia, & evidente ehlealsi molecolari del DM non

sono state sufficientemente studiate a livellosiesna.

Materiali e Metodi

Abbiamo sfruttato un sistema modello che mima glergi infiammatori
occorrentiin vivo in pazienti diabetici. In particolare abbiamo &mdto il
trascrittoma di 518 microRNA in cellule e 3 pancreatiche murineaTC1 e
BTC1), mediante analisHigh Throughput(HT) effettuata conTagMan Low
Density Arrayger la PCRReal-Time Le cellule sono state analizzate sgteady
stateche dopo induzione di apoptosi con eocktail di citochine (IFNy, IL-1[,
TNF-a) per diversi tempi di esposizione (24h e 48h).

Sono stati considerati differenzialmente espred3E)( i microRNA che

presentavano variazioni nell’espressioReld changg di almeno 3 volte (verso
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I'alto o verso il basso) nei trattati rispetto elativi controlli (FC> 3 0< 0.33,
equivalente a LN FG +1 e LN FC< -1) e comuni a tre controlli endogeni
(snoRNA135, snoRNA202 e MammalU6). | microRNA diffiezialmente
espressi ottenuti sono stati ulteriormente filtedtettuando urPaired T-Test

Una successiva analigi silico ci ha permesso di individuardargetspredetti e
validati dei miRNA DE.

Risultati e Discussione

Le nostre analisi hanno permesso di verificare l@sposizione prolungata e ad
alte concentrazioni delle linee cellulari murine glucagonomaaTC1) e di
insulinoma (BTC1) al cocktail di citochine pro-inflammatorie induce marcati
cambiamenti nell’espressione dei microRNA rispestoquanto avviene nelle
stesse cellule in condizioni non perturbate ed isura maggiore nellTC1
piuttosto che nelleTC1. Abbiamo identificato, nel complesso, il 6,1832/518)

di microRNA con espressione significativamente ratee in entrambe le linee
cellulari (tra questi il miR-146a, il miR-21 e iliRr34a risultano essere gia noti in
letteratura come coinvolti nel processo di secrezimsulinica nellg3 cellule e
nella loro proliferazione e apoptosi).

Nelle aTC1 sono risultati differenzialmente espressi 1RNA, di cui 4 risultano
essere specifici deime pointa 24h, 6 detime pointa 48h, e 2 presentano una
disregolazione costante durante lintetime course Nelle TC1 mostrano
espressione differenziale 25 miRNA, di cui 2 rianti essere specifici déme
point a 24h, 13 detime pointa 48h, e 10 mostrano un’espressione alterata sia a
24h che a 48h. La costante disregolazione neitidue pointsuggerisce che tali
MIiRNA possano avere un importante ruolo nella dasgasegnali scatenata dalle
citochine. Considerandbntero time coursesi nota che 7 miRNA sono alterati in
maniera specifica nelleTC1, 20 nelleBTC1 e 5 (miR-125b-5p, miR-146a, miR-
155, miR-203 e miR-21k0ono sovraespressi in entrambi i fenotipi cellulari
L’induzione di miRNA sia nell@TC1 che nelldTC1 potrebbe rappresentare un
meccanismo fisiologico di risposta all’azione detliéochine comune fra due

fenotipi cellulari che condividono la stessa orggendodermica.
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La nostra attenzione si € rivolta in modo partielai miRNA che presentano
un’'importante alterazione dell’espressione in unaed rispetto all'altra,
considerando anche il confronto tra i due fenotgilulari a steady state
maggiore importanza e stata data ai microRNA chestraoo variazione di
espressione di segno opposto nelle due linee arllibpo trattamento, e livelli di
espressione opposti nella stessa linea cellulaimape dopo I'esposizione a
citochine. Da questo punto di vista miR-216a, mit2e miR-217 rappresentano
microRNA particolarmente interessanti sui quali lgece esperimenti di
genomica funzionale ai fini di verificare un posiglroinvolgimento nel Diabete
Mellito (in letteratura non € attualmente riportaiauna correlazione tra questi
mMiRNA e la malattia).

Inoltre alcuni tra itargets predetti e validati dei DE miRNA ottenuti mediante
analisiin silico sono risultati apparteneresdtdi geni di seconda classe candidati
per il Diabete ottenuto in un lavoro recentememt@@etato dal nostro gruppo di
ricerca [Barbagalleet al., in preparazione]: tra questi Stat3 (bersaglio rdéR-
125b-5p e miR-21) e Bbc&rgetdel miR-148a.

Conclusioni

| nostri dati hanno descritto per la prima vol@sbetto molecolare dei microRNA
nellea cellule pancreatiche dopo loro esposizione adagktaildi citochine pro-
inflammatorie, oltre che gettare le basi per unalioie comprensione dei
meccanismi molecolari responsabili della morteeggitellule.

Prospettive future di questo lavoro sono: lideoéizione delle alterazioni di
pathways e networks coinvolte dopo trattamento delle cellula vitro; la
validazione dei piu credibili tra i microRNA candiil mediante trasfezione di
anti- o di pre-miRNA per determinarne il silenziarteeo I'attivazione funzionale.
Mediante l'integrazione dei dati ottenuti verra gwtta una lista completa di
microRNA, dei loro potenziali bersagli proteici ellé pathways coinvolte
nell'alterazione del fenotipo cellulare e moleceladelle cellulea e f3
pancreatiche, in un sistenmavitro che riproduce in modo credibile le condizioni

che si verificanon vivo nei pazienti durante I'insorgenza del Diabete Nl
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Il Diabete Mellito

Il Diabete Mellito (DM) & una sindrome dismetabolica, derivante da una
combinazione di fattori genetici e ambientali, d§h a livello mondiale a tal
punto da giustificare I'utilizzo del termine “epit@&”: secondo I'Organizzazione
Mondiale della Sanita (OMS) ne soffrono almeno hiilioni di persone nel
mondo[1-4].

Tenuto conto del drammatico impatto che il Diabedesulla salute pubblica (&
associato frequentemente a complicanze micro- eavascolari che aumentano
nei pazienti il rischio di infarto, insufficienz&male e cardiaca, ictus, cecita), la
definizione di nuovi metodi che predicano il masttesi della malattia e la
presenza di sue complicanze invalidanti meritadasima priorita [5].

L’aspetto fenotipico piu evidente del Diabete pdliglicemia (Tabella 1).

IDEALE ACCETTABILE SCADENTE

(mg/dl) (mg/dl) (mg/dl)
A digiuno 60 — 110 110-130 > 130
Postprandiale (1h) <150 150 - 180 > 180
Postprandiale (2h) <130 130 - 150 > 150
Postprandiale (3h) <110 110 - 130 > 130

Tabella 1 - Gradi di controllo glicometabolico (Trata da [6]).

Il mantenimento di appropriati livelli di glucosiematico deriva da un corretto
bilancio tra la secrezione dell'insulina, ormonelipeptidico secreto dalld3
cellule pancreatiche, e del glucagone, secrete datiellule pancreatiche, e dalla
loro azione a livello dei tessuti bersaglio.

L’insulina rappresenta un fattore chiave nel cdtdraell'intero metabolismo

corporeo. In condizioni fisiologiche, tale ormoneogotto in risposta ad un
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aumento post-prandiale di glucosio ematico, svol¢e sua azione
ipoglicemizzante attivando i processi di glicolesidi glicogenosintesi a livello
epatico e muscolare, per la produzione immediata edergia o per
limmagazzinamento dello zucchero sotto forma  di icageno.
Contemporaneamente l'insulina esplica un’azioneodgnetica a livello del
tessuto adiposo attivando la conversione in lipididel glucosio in eccesso che
dei grassi eventualmente assunti con il pasto. da@ne pancreatico svolge poi
un’azione di stimolo anche sull'utilizzo delle peote introdotte nell’'organismo
con la dieta: gli amminoacidi derivanti dalla digese degli alimenti proteici
vengono assorbiti nel circolo sanguigno e, soitdllienza dell’insulina, captati
da parte del fegato e del muscolo scheletrico dlewgono utilizzati per la sintesi
di nuove proteine.

Nei periodi lontani dai pasti il glucagone promuavVeilascio di glucosio dal
fegato, evitando quindi che le concentrazioni bi saubstrato energetico scendano

al di sotto dei livelli normalj5] (Figura 1).
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Figura 1 - Omeostasi del glucosio: ruolo dell’ indina e del glucagone.

Il rilascio d’insulina viene regolato da cambiamenella concentrazione di
nutrienti, ormoni e neurotrasmettitori. Secreziotdie quantitativi di insulina
plasmatica insufficienti rispetto alla domanda rhet&a innescano iperglicemia
cronica e lo sviluppo del Diabete Mellito.

La mancata attivita o la riduzione dell’efficaciaolbgica di tale ormone
determinano un blocco delle vie metaboliche da esgolate, con conseguente
danneggiamento delle cellule dell’organismo. L'@asarsi di una condizione
cronica di iperglicemia fa si che il glucosio, n@nendo utilizzato e permanendo
a lungo in circolo, da “fornitore di energia” divenn fattore tossico per tutte le
cellule; nei casi piu gravi si giunge a completanpoomissione della fisiologia di
organi quali occhi, reni, nervi, cuore e vasi saggu Venendomeno |'effetto
lipogenetico dell'insulina, si verifica sia una ngagre permanenza di acidi grassi
nel sangue dopo i pasti, sia una loro anomaladmene dal tessuto adiposo
(questi vanno poi a depositarsi nel fegato, promdoda steatosi, e nelle arterie,
generando l'arteriosclerosi). La ridotta sintesot@ica a livello epatico e
muscolare, conseguentedaficit insulinico, giustifica la perdita di peso corporeo
ed il senso di astenia spesso denunciati dal pazignale sintomatologia di
esordio della patologia diabetica, soprattuttoangfiologia insulino-dipendente.
Nello sviluppo del Diabete sono coinvolti diversiopessi patogenetici: dalla
distruzione delle cellul@ del pancreas in seguito all'instaurarsi di fenonain
autoimmunita con conseguente perdita progressila peduzione di insulina, a
dismetabolismi derivanti da una diminuita rispod&a tessuti “bersaglio” a tale
ormone.

Classicamente sono state identificate diverse fodm®M: T1DM (o IDDM,
Diabete Mellito di Tipo 1), ad esordio generalmemgievanile ed eziologia
principalmente immuno-mediata [2]; T2DM (o NIDDMjdbete Mellito di Tipo
2), ad esordio in eta adulta, che rappresentartagd@iu comune di Diabete [3];
un terzo gruppo rappresentato da un insieme eteeogdi forme monogeniche,

che comprendono diversi tipi di mutazioni genetielspresse nelle cellufe del
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pancreas [7]; ed un quarto tipo di DM classificatome Diabete Mellito
Gestazionale (GDM) [8].

Nonostante i rapidi progressi nella cura del Diapaia in termini di terapia
farmacologica [9] che di terapia rigenerativa metial’'uso di cellule staminali
[10], c’é ancora molto da conoscere circa la struttueafanzione dellenetworks
regolatorie geniche dei diversi fenotipi cellulaie costituiscono il pancreas
endocrino e che sono implicati nella patogenegudista malattia.

Da recenti pubblicazioni scientifiche si evince di& base della morte delle
cellule B (il fenotipo cellulare piu rappresentativo dellelesdel Langherans), vi e
uno stato infiammatorio cronico. Quest'ultimo pudssere dovuto ad
iperproduzione di citochine pro-infiammatorie (askepio IL-B, IFN-y, TNF-0)
tanto ad opera di cellule del sistema immunitantagrofagi e linfociti T in
particolare) quanto ad opera di cellule costituéigola stessa (celluler, B ed
endoteliali). Anche la prolungata esposizione &el @ncentrazioni di acidi grassi
circolanti sembra avere effetti simili. Queste ogaeioni, unite all'evidenza
clinica di forme di Diabete classicamente defimitene Diabete di Tipo 1 anche
nell'adulto, stanno facendo seriamente ripensareotaunita scientifica ad una

nuova classificazione della patologia [11].

Epidemiologia

La prevalenza di DM a livello globale e aumentatanianiera preoccupante negli
ultimi venti anni e si stima che quedtend nel 2030 arrivera a circa 366 milioni
di persone (Tabella 2) [12].
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2000 2030
People with People with
Ranking Country diabetes (millions) Country diabetes (millions)
1 India 317 India 79.4
2 China 208 China 42.3
3 s, 17.7 s, 30.3
4 Ind onesia 2.4 Indonesia 21.3
5 Japan 6.8 Pakistan 13.9
& Paldstan 5.2 Brazil 11.3
7 Eussian Federation 4.6 Bangladesh 11.1
3 Brazil 4.6 Japan 8.9
9 Italy 4.3 Philippines 7.8
10 Bangladesh 3.2 Egypt 6.7

Tabella 2 - Paesi con il maggior numero di casi stiati di Diabete per il 2000 e il
2030 (Tratta da [12]).

Tale malattia ha un impatto molto serio nella s@aci@nche dal punto di vista
economico: negli Stati Uniti i costi sono salitpneplessivamente, dai 2,6 miliardi
di dollari del 1969 ai 98,2 miliardi del 1997, can picco di 137,7 miliardi di
dollari nel 1995 (tra i costi diretti, ospedalizear, farmaci, indagini di
laboratorio e strumentali, e indiretti, assenteismwrti premature, mancato
guadagno)13].

Se da un lato i rapidi cambiamenti nell’'urbanizea®, nell'industrializzazione e
nella globalizzazione del mercato hanno apertdréda verso il benessere socio-
economico della popolazione, dall'altro, in asspicae alla tendenza verso
l'inattivita fisica e I'obesita, hanno fornito ilubstrato ideale per lo sviluppo di
disordini metabolici. Nel tempo, infatti, propora@mente all’enorme tasso di
obesita si é verificata una crescita nell'incidem&l’'insulino-resistenza e del
Diabete di tipo 2.

I TLDM rappresenta circa il 5-10% di tutti i cadi DM, ed e principalmente
diffuso tra le popolazioni occidentali (Europa erldmerica). Recentemente si &
evidenziato che il 50-60% di pazienti con questanBbdi Diabete sono al di sotto
dei 16-18 anni e che la malattia puo insorgere enddygli adulti, seppure con
un’incidenza minore.

Nell'uomo l'incidenza delT1DM tra maschi e femmine e approssimativamente

uguale, con una leggera prevalenza dei primi rispgte seconde. Dati forniti
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dall'organo DIAMOND (DIAbetes MONDiale) dell'Organzazione Mondiale
della Sanita indicano che l'incidenza del TIDM wadmpiamente tra diversi
paesi ed all'interno di uno stesso paese [14]. A&idaca, Sud e Centro America
mostrano tassi relativamente bassi di T1DM, al reoit di Europa del Nord,
Nord America, Nuova Zelanda ed Australia che maostra tassi piu alti di
incidenza [15] E possibile talora osservare marcate variazidintarmo di una
stessa nazione (ad esempio ltalia, Portogallo, Bi®landa). In Cina, addirittura
ci sono differenze fino a 45 volte tra diverse oegi(con la piu alta incidenza nel
nord del paese). Le cause di tali differenze namosancora chiare ma potrebbero
essere coinvolti elementi quali dieta, stili diavié fattori genetici [16, 17]n
Europa, cosi come in America, si ravvisa un “gratiiepassando dal Nord al Sud
[18]. La Finlandia ha il maggior tasso di incidenza eewmp(40,9 per
100000/anno).

La prevalenza del T1DM in Italia risulta essere wa0,4 e 'L per mille.
L’incidenza € compresa tra i 6 e i 10 casi per D00Per anno nella fascia di eta
da 0 a 14 anni, mentre é stimata in 6,72 casi P@000 per anno nella fascia di
etda da 15 a 29 anni. Fa assoluta eccezione la @wadehe ha un’incidenza di
Diabete giovanile tra le piu alte del mondo, paB4acasi per 100000 per anno
nella fascia di eta di 0-14 andi9] (Figura 2).

Sardinia
Finland
Canada

UK (Oxford)
United 5States
Kuwait
Denmark
Poland
Venezuela
China

0 10 20 10 40
Annual incidence per 100 000

Figura 2 - Variazione geografica nell'incidenza annale del Diabete di tipo 1.
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La prevalenza di T2DM € in continua crescita a aalell’aumento dell'obesita e
della sedentarieta. La malattia nei primi anni éssp asintomatica e non di rado
la diagnosi viene posta in occasione di ricoveri ganplicanze gia in atto. Da
questo deriva che la prevalenza della malattia @ottimata intorno al 3-4%,
mentre indagini mirate con curva da carico di ghicoforniscono percentuali
sensibilmente piu elevate, del 6%4120]. Sebbene la prevalenza complessiva del
Diabete di tipo 2 stia aumentando negli Stati Ueti in tutti gli altri paesi
occidentalizzati, sono state osservate rilevarfteidinze tra diversi gruppi etnici.
Per esempio, gli indiani asiatici (India, PakistBangladesh) hanno insolitamente
un'elevata prevalenza di T2D#8 confronto con i caucasici. Tuttavia, l'incidenza
dell'obesita, un importante fattore di rischio pesviluppo del Diabete di tipo 2,
e significativamente piu bassa tra gli indiani tisiaispetto ai caucasici. Benché
le modificazioni nell'alimentazione e la scarsaviit fisica, possano giocare un
ruolo nell'aumentata prevalenza di questo tipo @ibBte, negli indiani asiatici
emigrati, vari studi epidemiologici hanno mostrate questi fattori non sono da
soli sufficienti a giustificare una simile tendenZan importante fattore che
contribuisce all'aumento del T2DM negli indiani a&ii € I'eccessiva insulino-
resistenza rispetto ai caucasici. Questa differengh livello di resistenza
allinsulina pu0 essere spiegata da un fattore tgen® ambientale, o dalla

combinazione di entrambi [21].

Diabete Mellito di Tipo 1 (T1DM o IDDM)

Il Diabete di Tipo 1 (che rappresenta il 5-10% ckesi di Diabete) € una malattia
autoimmune caratterizzata da una risposta infiammaatcontro le isole
pancreatiche che conduce ad una selettiva e peigaaesorte delld cellule che
producono insulina [22].e cause della malattia non sono chiare, ma alndeeo
componenti principali sembrano contribuire alldaaatologico.

La prima € una componente genetica per cui cetivigiui hanno un’aumentata
predisposizione alla malattia. Tale componente gosaufficiente di per sé a

causare l'autoimmunita: € sempre piu verosimilpofesi che I'ambiente possa

10
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svolgere un ruolo importante nell’eziologia del Dege di tipo 1, almeno
modulando in senso positivo e negativo I'espressiah fattori genetici

predisponenti. Diverse osservazioni supportangpénanza dei fattori ambientali
[23] (1) il tasso di concordanza di T1DM in gemetionozigoti € del 30-50%,
sottolineando che almeno il 50% dell’eziologia reoBpiegata da fattori genetici;
(2) le popolazioni a basso rischio di Diabete asigabno alto rischio quando
migrano in aree ad alta incidenza; (3) variazidmig®nali nell'incidenza del

Diabete; (4) differenze d’incidenza tra popolazigeneticamente comparabili.

| fattori ambientali presi in considerazione song@iimo luogo gli agenti infettivi,

quindi gli agenti tossici e le abitudini alimentéFabella 3).

No of
Agent Type of study participants  Oufcome
Enterovirus Prospective™ 165 Associated with diabetes autoantibodies
Case-control* 260 In utero infection associated with
type 1 diabetes
Prospective™ 65 No association with type 1 diabetes
Mumps Case-control™ 127
Rubella Retrospective"® 386 All these studies found associations
Rotavirus Case control*® 54 with diabetes autoantibodies
Chickenpox Prospective®” n/a
Cow's milk™ Frospective™® 725 Positive association with autoimmunity
Cross sectional*™® 253 Lack of association with autoimmunity
Prospective™"” H7 Lack of association with autoimmunity
Common childhood Case-control*" 3202 No association with autoimmunity
vaccinations Case-control*" 7 No association with autoimmunity
Prospective®"? 823 No association with autoimmunity
Frospective*' 4400 Positive association with autoimmunity
Nitrates, nitrites, or Prospective™™® a67 Both these studies showed
nitrosamines circumstantial evidence suggesting an
Retrospactive™ 980 association between type 1 diabetes

and consumption of food and water
containing nitrates

*The data on cow's milk are conflicting. The TRIGR study (Finland) is under way to determine if elimination
of cow’s milk from infants’ diet can prevent type 1 diabates.

Tabella 3 - Studi che analizzano I'associazione dittori ambientali potenzialmente

implicati nell'eziopatogenesi del TLDM (Tratta da p4]).

Una delle ipotesi attualmente presa in considen&ziaguardo I'insorgenza del
T1DM e la cosiddetta “ipotesi igienica”, che vedelle condizioni socio-

11
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economico-ambientali una causa primaria; in padreoi bambini appartenenti
alle famiglie meno abbienti e che sin dalla naseiérano in contatto con un
ambiente igienicamente meno controllato (con camsety esposizioni piu

frequenti ad agenti infettivi) di quanto normalmenibn lo siano gli appartenenti
a ceti sociali piu elevati sarebbero naturalmentactinati” contro diverse
malattie autoimmuni. Tale ipotesi pero vede un putgbole nel postulato di Gale
[25] secondo cui l'effetto protettivo sarebbe méalida linfociti T regolatori,

proprio gli effettori del TLDM.

In ogni caso, la componente ambientale in qualcleelaninnesca la risposta
autoimmune, determinando la distruzione delle &=fu

Questi tre aspetti, nonostante vengano generalmiateati separatamente,
risultano strettamente interconnessi nel concorala genesi della malattia
(Figura 3).
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Figura 3 - Fattori genetici ed ambientali influiscaono sul sistema immunitario

coinvolto nella patogenesi del Diabete di tipo 1.

Genomica
Studi di clustering all’interno di famiglie hanno dimostrato I'importza della

componente genetica nel rischio di sviluppare IDWVL Tali studi evidenziano
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come il rischio di sviluppo della malattia in patiedi primo grado di soggetti
diabetici sia del 5-6% contro il rischio in generalli circa lo 0,4% della
popolazione di razza bianca [26]. Il tasso di coemenza della malattia in
gemelli monozigoti € del 30-40% contro il 6% deirgli dizigoti [27]. Sebbene
questi dati siano a favore di un’importante contttbdella genetica all'insorgere
della malattia, il relativamente basso tasso dicooanza tra gemelli identici,
come detto precedentemente, € indice di una bamsatranza dei geni della
suscettibilita: non tutti gli individui che, dunqusono geneticamente a rischio
svilupperanno la malattia.

Come le altre malattie autoimmuni organo-specifich&1DM vede una stretta
associazione genetica con I'’Antigene Leucocitanmoddo (HLA), localizzato nel
cromosoma 6, all'interno della regione genomicacidica 3,5 Mb nota come
Complesso Maggiore di Istocompatibilita (MHC): quees stato il primdocusad
essere scoperto associato con il TI1DM [88)are che contribuisca almeno per
meta alla base familiare di tale malattia [26].

Due combinazioni di geni HLA (o aplotipi) sono diricolare importanza: DR4-
DQ8 e DR3-DQ2. Tali aplotipi si ritrovano nel 90%:idambini affetti e, se
presenti entrambi in uno stesso individuo, aumentastevolmente le possibilita
che questo sviluppi la patologia in eta infanf@®]. Un terzo aplotipo, DR15-
DQ6, é presente in circa I'1% dei bambini con T1[@Mn circa il 20% della
popolazione generale, e sembra avere un effetttetpvo nei confronti della
malattia [30].

Ulteriori studi effettuati attraverso approcci b@assull'identificazione di geni
candidati hanno portato alla scoperta del genérdallina (INS) sul cromosoma
11 come il secondo piu importante fattore di susdukia genetica, che
contribuisce per un 10% alla predisposizione véasoalattia.Forme piu corte di
Variable Number of Tandem RepeddNTR) nel promotore del gene per
I'insulina sono infatti associate ad una maggiauscsttibilita verso il T1DM,
mentre un maggior numero di tali elementi costbire un fattore protettivo.
Quest’ultima condizione e correlata ad una magges@ressione dellmRNA di
INS nel timo, il che suggerisce una piu efficiemtelezione delle cellule T

insulino-specifiche durante il processo che polita #lleranza immunologica
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[31]. Negli ultimi 10 anni screening dell'intero genoma Genome Wide
Associations, GWAhanno consentito di individuare parecchi nuoei lssociati
al TIDM [32-35]. Tra questi, due geni sono strettate correlati con
I'attivazione delle cellule T: un allele del generpun regolatore negativo
dell’'attivazione delle cellule T, itytotoxic T lymphocyte antigene(@TLA-4)
(cromosoma 2), considerato il terzo candidato assmal T1DM [36]; una
variante del gene PTPN22 codificante per la prateiMP, anch’esso correlato
all'attivazione dei linfociti T, come CTLA-4, costiisce il quartdocuscandidato
[37]. Infine il gene ICAM1 sembra incrementare igchio di sviluppo della
malattia contribuendo alloming e successiva attivazione delle cellule
mononucleate nelle isole di Langerhans [38].

Oggi grazie all'avvento della tecnologia nano-floade dei sequenziatori di terza
generazione sono stati fatti passi da gigante miekaca di nuovi loci associati al
T1DM. A Giugno del 2009 risale la pubblicazione NMature Geneticglel piu
grande studio di associazione e meta analisi chieimaesso di identificare su una
coorte di oltre 7000 casi ed oltre 9000 controdinB10 loci associati al rischio di
sviluppare il Diabete mellito di tipo 1 [39]. Il scesso di questi stu@WA non
proviene solamente dal grande numero di pazieotingrolli analizzati (e quindi
dal conseguente maggiore apporto statistico) maneamtalla disponibilita di
piattaforme di genotipizzaziondT e dal completamento del progetiapMap
[40] che ha permesso di definire le aree laikage disequilibrium(LD) lungo
I'intero genoma consentendo cosi di ottenere lasmes informazione genetica

dall’analisi di un numero minimo di polimorfismi &bella 4).
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Locus Chromosome Candidate genes or microsatellites
IDDM 1 Gp21 HLA-DO\DR

IDDM 2 11p15 InsulinVNTR

IDDM 3 15026 D15s107

IDDM 4 11913 MDUA, ZFM1, RT6, FADD/MORTT, LRPS
IDDM 5 Gg24-27 ESR, MnS0OD

IDDM & 18912-g21 D18s487, D18s64, JK (Kidd locus)
IDDM 7 2q31 D2s152, IL-1, NEUROD, GALNT3
IDDM 8 Gg25-27 D6s264, D6s446, DBs281

IDDM 9 3g21-25 D3s1303

IDDM 10 10p11-g11 D10s193, D10s208, D10s588

IDDM 11 14924.3-g31 D14s67

IDDM 12 2q33 CTLA-4, CD28

IDDM 13 2q34 D2s137, D2s164, IGFBP2, IGFBPS
IDDM 14 ? MCBI # 3413

IDDM 15 Gig21 D6s283, DBs434, DBs1580

IDDM 16 ? MCBI = 3415

IDDM 17 10025 D10s1750-D10s1773

Tabella 4 - Loci di suscettibilita per il TADM nelluomo (Tratta da [24]).

Patogenesi

Il TAIDM é causato da un’assoluta deficienza inscdirdovuta a distruzione delle

cellule B pancreatiche, che si considera immuno-mediatanéran alcuni casi

idiopatici nei quali non si ritrovano marcatori imam, e che sono causati da altri

meccanismi patogenetici come rare sindromi genetichfezioni da virus, o

tossine [41]: pud essere considerato una malatiieemmatoria delle isole

pancreatiche [42]. L'inflammazione é definita conuma risposta cellulare

fisiologica locale a danni nei tessuti. E carattgata da invasione delle cellule e
locali alterazioni metaboliche e circolatorie, alteoaccompagnate da danni

funzionali o strutturali dei tessuti invasi. Nonire se stessa una malattia ma

piuttosto la manifestazione di una malattia. Inmente ha effetti benefici come

la prevenzione della propagazione di infezioni, segrolungata o eccessiva puo

condurre all'insorgenza di malattie causate daikiruzione dei tessuti dovuta a

mediatori dell’inflammazione, ROS e componenti cinplemento.

La reazione autoimmune nel T1DM é attivata dallesspone a fattori ambientali

(descritti precedentemente). | soggetti che nombaedisposizione genetica al

Diabete, dopo esposizione a tali attivatori amlakntpossono avere una
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transitoria autoimmunita anti-isole che si risobenza alterazioni della funzione
della cellulap pancreatica. Al contrario, i soggetti con preds@pione genetica
alla malattia, subiscono un attacco flogistico antoune piu grave che causa la
distruzione delle cellul@ pancreatiche e I'insorgenza del Diabete.

Oltre che con i geni della risposta immunitarid)idbete &€ associato anche con la
comparsa di altre malattie autoimmuni organo-spenf che si manifestano da
tre a sei volte piu comunemente nei pazienti colM1 Tali osservazioni
supportano l'idea che queste malattie costituiscana famiglia di disordini
iImmuno-mediati.

In pazienti con Diabete di tipo 1 sono state ritevsia autoimmunita cellulo-
mediata che umorale; pazienti con insorgenza receit TLDM mostrano
infiltrazione di cellule mononucleari nelle isolanxreatiche e distruzione fi
cellule (insulite). Evidenze piu dirette per il pwolgimento del sistema
immunitario provengono da studi che utlizzano leiclosporine,
immunosoppressori delle cellule T [43, 44]. Talivda mostrano che
'immunosoppressione induce e mantiene remissiopeegerva la funzione delle
cellule nel periodo di trattamento, e confermano (1) teesiema immunitario &
direttamente coinvolto nella distruzione delfe cellule (non & quindi la
conseguenza di una attivazione immunitaria sectm@datale distruzione causata
da altri fattori primari), e (2) che la masBacellulare pud essere preservata
intervenendo sulle funzioni immunitarie. Sfortumaeate, a causa degli effetti
collaterali delle ciclosporine e degli altri immuwappressori attualmente
disponibili 'uso di tale terapia non é clinicamermtttuabile.

Nonostante le recenti conoscenze abbiano contitaligettar sempre piu luce
nella comprensione dei meccanismi patogeneticT@d®IM, non esiste a tutt’oggi
una teoria unitaria che metta in evidenza le realuse d’innesco di tali
meccanismi. Studi piu dettagliati nelluomo sonoatist ostacolati dalla
inaccessibilita ai tessuti insulari di pazientitB&ci.

Gli avvenimenti immunologici che portano alla digtione dellg3 cellula insulare
sono stati studiati dettagliatamente in modellhaadi di Diabete. Il topo diabetico
non obeso (NOD), uno dei modelli animali di rifeeénto per lo studio del T1DM,

ha caratteristiche simili al DM di tipo 1 dell'uom®iversamente dalla nostra
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specie, pero, i topi NOD sviluppano spontaneamdatenalattia in modo
estremamente prevedibile consentendo lo studioagletto degli eventi
immunologici precoci [45, 46]. Nell'uomo diversiptidi cellule inflammatorie
infiltrano le isole: cellule presentanti I'antigena particolar modo i macrofagi,
cellule Thelper, cellule T citotossiche, linfociti B, celluleatural killer [47]. Nei
modelli animali le prime cellule che infiltrano Isole sono cellule presentanti
I'antigene, seguite da cellule T [48].

L’interazione tra questi tipi cellulari porta allprolungata presenza, in alte
concentrazioni, di mediatori dell'inflammazione, rpeesempio citochine,
chemochine, specie reattive dell'ossigeno (ROSgte prodotti infiammatori
[49].

Sebbene i linfociti B possano agire come cellule gnesentano I'antigene e
possano essere richiesti per lo sviluppo del Dab®ti topi NOD, € stata
osservata insorgenza di tale malattia anche inepaizdeficienti in linfociti B,
confermando che tali cellule non sono indispensaleit 10 sviluppo del TIDM
nell’'uomo [50].

Gli anticorpi non sono considerati essere gli &fetpatogenetici ma piuttosto
marcatori della malattia.

E comunque critico tenere in considerazione ctsrd numerose differenze nei
meccanismi patogenetici che guidano l'inizio e tagoessione del Diabete nei
topi NOD e nelluomo, come ad esempio la composeiodelle cellule
inflammatorie infiltranti nelle due specie, o l'aantata espressione del
Complesso Maggiore di Istocompatibilita | nell’'uorid].

La distruzione delld3 cellule comporta una progressiva perdita nellaestane
dell'ormone insulinico: si ha inizialmente una pe&addella prima fase di
produzione di insulina in risposta ad test di tolleranza al glucosio per via
intravenosa, seguita da DM manifesto clinicamentango la produzione di
insulina scende al di sotto di una soglia critioay ad arrivare alla condizione di
totale assenza di insulina circolante.

In figura 4 € mostrato un modello generale di didtine delle cellule che porta
al TADM.
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Figura 4 - Modello di patogenesi e storia naturalelel Diabete di tipo 1 (Tratta da
[24]).

Diabete Mellito di Tipo 2 (T2DM o NIDDM)

La forma piu comune di Diabete € il T2DM (presemét 90% della popolazione
diabetica generale [52] con esordio generalmenietgrdivo rispetto al tipo 1,
interessando soggetti di 40-65 anni di eta. E’ ttemiazato, come detto
precedentementealla presenza di una ridotta sensibilita all'imsallda parte dei
tessuti periferici (insulino-resistenza): i “berBagnolecolari (muscolo, fegato e
tessuto adiposo) dell'azione fisiologica di talemone non funzionano
correttamente [53-56]. L'insulina non riesce advate le vie metaboliche nelle
cellule e a mantenere la glicemia a livelli nornjak].

Nel 1967 e stato proposto per la prima volta cHE2IDM potesse essere dovuto
non soltanto all'insulino resistenza ma anche a@hcepacita da parte dell@
cellule di secernere un’adeguata quantita di inaub8].

Nella storia naturale del Diabete di tipo 2 é lliliso-resistenza a comparire per
prima, il che impone un lavoro aggiuntivo gleellule per compensare la ridotta
efficacia dell'insulina prodotta. Quando poi lelakd B non riescono piu a far

fronte alle aumentate necessita, la produzionealdi ormone diminuisce e il
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Diabete si evidenzia clinicamente [59-62]. Il paas endocrino possiede la
capacita di adattarsi a condizioni di aumentataieita di insulina, come nei casi
di obesita o gravidanza, incrementando la masda dellule3; cio coinvolge un
bilancio tra replicazione e apoptdana particolare forma di morte programmata)
cosi come lo sviluppo di nuove isole dai dotti dahcreas esocrino. Quando tale
adattamento fallisce insorge il Diabete [63, 64§ (ifa 5).

Normal

— insulin e clucose disposal

Insulin Resistance

# insuli]‘l glucose disposal

Figura 5 - La capacita di secernere adeguate quatdi di insulina dipende dalla

massa pancreatica. La resistenza all'insulina aumenta laichiesta per tale ormone,
portando alla proliferazione e allaumento della masa delle cellulef. Quando

I'espansione di tali cellule € compensata da apof#io insorge una relativa deficienza
insulinica che porta al Diabete.

Due importanti lavori nei primi anni del 2000 hamostrato il ruolo centrale che
ha il deficit di massd3 cellulare (oltre alla diminuzione della funzionaldi tali
cellule) nella patofisiologia del T2DM, e suggeritche il meccanismo

responsabile sia 'aumentata apoptosi delle ceukb, 66]
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I T2DM ha un’eziologia multifattoriale, in quant® causato dal concorso di piu
fattori, sia genetici che ambientali. E spesso @atm con una forte
predisposizione familiare anche se le carattehstigenetiche di questa forma di
Diabete sono complesse e non chiaramente defihitesistenza di una
predisposizione genetica é suggerita dal fatto ebkecaso di gemelli, il T2DM é
presente in entrambi in una elevatissima percestumblto superiore rispetto a
quanto accade per il TAIDM. Probabilmente interveiogdifetti a carico di piu
geni coinvolti nella produzione di insulina e nettaibolismo del glucosio; il tipo
di deficit varierebbe da un paziente all'altro, dal momeht® flmo ad oggi non e
stato possibile identificare anomalie genetiche waina tutti i pazienti di tipo 2
[67].

La sensibilita all'insulina pu0o essere migliorataalla perdita di peso,
dallincremento dell’attivita fisica e/o dal tratteento farmacologico
dell'iperglicemia, ma non viene riportata alla natita. Il rischio di sviluppare il
Diabete di Tipo 2 aumenta con l'obesita e la mapaath attivita fisica. Anche
I'eta favorisce la comparsa di tale patologia, Ip@iessa si accompagna ad una
riduzione fisiologica della sensibilita dei tesqueriferici all'insulina.

Come ipotizzato inizialmente circa 30 anni fa e eomfato da piu recenti
evidenze, anche il glucagone, prodotto dalle celtuldelle isole pancreatiche,
sembra svolgere un ruolo importante nello sviluppeella progressione di questa
forma di Diabete. Non a caso, quindi, la ricercandovi farmaci in ambito
diabetologico si e focalizzata su molecole potdnmmate capaci di modulare
I'attivita metabolica del pancreas endocrino.

La figura 6 mostra la progressione nella patogetelsDiabete di tipo 2.
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Figura 6 - Patogenesi del T2DM.

Le cellule a in condizioni fisiologiche e nel Diabete

Il pancreas endocrino € composto da gruppi di keglla isole del Langerhans (dal
nome dello studioso che le individuo verso la fidel XIX secolo), che
rappresentano non piu dell’1-2% della massa tateléorgano(Figura 7.

21



Introduzione

Close up view of an
Islet of Langerhans

Duct

Delta Cell
Red Blood
Cell

Pancreatic

Islet of Beta Alpha
Langerhans Cell Cell

Heart
Liver
Stomach

Pancreas
Kidney

Urinary Bladder

Figura 7 - Tipi cellulari presenti nel pancreas endcrino.

All'analisi istologica tali strutture appaiono roieggianti od ovali con
dimensioni che vanno, nelluomo, da pochi a 200-g0@ di diametro. Le isole
contengono vari tipi di cellule endocrine, di oziigiu rappresentate sono le cellule

B che producono insulina (60-70%) e le cellolehe producono glucagone (20-

30%)(Tabella 5).

Tipo Percen_tuale Ormone
relativa prodotto
Cellule alfa 20-30% Glucagone
Cellule beta 60-70% Insulina
Cellule delta 5-15% Somatostatina
Cellule PP 5-10% Polipeptide
pancreatico

Tabella 5 - Composizione cellulare delle isole didngerhans.
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A differenza di quanto avviene nelle isole di rodit in cui le cellulef3 sono
disposte a costituire dore dell'insula e sono circondate da un mantello diuée
endocrine norg (prevalentement&), nelle isole umane la distribuzione delle
cellule endocrine e certamente meno compartimeatgh [59].

Le cellulea sintetizzano e rilasciano il glucagone, risultibale di una serie di
modifiche a carico del proglucagone da pditenzimi proteolitici con specificita
tissutale [68] Il ruolo principale del glucagone e quello di praovere il rilascio

di glucosio dal fegato nei periodi lontani dai pagvitando quindi che le
concentrazioni di tale substrato energetico scemaadi sotto dei livelli normali

E quindi un ormone ad azione “iperglicemizzantetj(fa 8).
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Figura 8 - Azione dell'insulina e del glucagone.

Il glucagone si lega a specifici recettori di meart@ a livello delle cellule
bersaglio attivando I'enzima adenilato-ciclasi. &oe a sua volta, catalizza la
conversione dellATP (adenosin-trifosfato) ad AMRd€nosin-monofosfato)

ciclico (cAMP), che é in grado di attivare varieof@ine chinasi (dette, appunto
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CAMP dipendenti). Queste ultime promuovono a cascana serie di
fosforilazioni degli enzimi intracellulari resporsi degli effetti del glucagone.
Numerosi fattori regolano la secrezione di tale amm Tra questi, i piu
importanti sono gli aminoacidi (in particolare Bamina), che inducono il suo
rilascio, e il glucosio e l'insulina, che inveceinéiscono la secrezione [69].

Nei pazienti con T2DM le concentrazioni circoladtiglucagone si sono rivelate
piu elevate di quanto atteso in presenza dei @umdenti livelli glicemici,
particolarmente a digiuno [70]. Ovviamente, quesiatribuisce a far aumentare
la produzione epatica di glucosio in tali soggeltioltre, nel T2DM e stata
documentata una ridotta capacita, da parte delleleex, di riconoscere in
maniera congrua l'effetto inibitorio dell’ipergliog@a. In effetti, la riduzione della
secrezione di glucagone in risposta a glucosio et glucosio orale o pasto
ricco di carboidrati e significativamente minorecaso di pazienti diabetici di tipo
2 rispetto ai soggetti normaliAddirittura, nei pazienti in cattivo controllo
glicemico si pud assistere a un aumento paradosié secrezione dell’ormone
[42]. Qualche autore ha suggerito che le cellldiabetiche potrebbero essere
resistenti allazione dell'insulina, e quindi noitanoscerne I'effetto inibitorio,
ma questa ipotesi € ancora da dimostrare [67].

La massa delle cellula nelle isole pancreatiche sembra aumentare in #ibgge
affetti da T2DM relativamente al volume pancreattotale con un’aumentata
proporzione delle cellulex rispetto alle3 nelle isole diabetiche rispetto ai
controlli [49]. Quest'ultimo dato deve essere coqum considerato con cautela,
vista la ridotta masdacellulare consistentemente osservata nel T2DM.

E recente lipotesi chda sopravvivenza delle cellule nel Diabetepossa
rappresentare un processo fisiologico attivato teekativo di compensare la
perdita di mass@ cellulare tramite il possibile transdifferenziarteedelle cellule

a in cellule [71].

In sintesi, sebbene sia necessario approfondirailtenori studi le caratteristiche
di risposta delle cellulex al glucosio, allinsulina e ad altre molecole (in
particolare l'arginina), & verosimile che tali cédl presentino alterazioni
funzionali che possono contribuire, insieme ad umento della loro quantita

proporzionale, allo sviluppo e alla progressioneT@&®OM.
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Per quanto riguarda le cellulenel TLDM, non vi sono ancora evidenze certe, ma

si pensa che presentino insulino-resistenza cowieray nel Diabete di tipo 2.
Le cellule B in condizioni fisiologiche e nel Diabete

Le cellule3 rappresentano circa il 70% delle cellule insul&sse producono e
secernono insulina in maniera controllata, in mddanantenere le concentrazioni
circolanti di glucosio nel loro intervallo fisiolamp. E stato calcolato che in
un’isola di medie dimensioni (100-150 micron) cnecacirca 1000-1500 cellulg,
ciascuna delle quali contiene circa 10000 granuingllina. Poiché il numero di
insule in un pancreas normale e stimato essere0BEDM00000, il patrimonio
complessivo di queste cellule € notevole in comdiznormali.

La normale funzioneB cellulare dipende essenzialmente dall’integrita de
meccanismi che regolano la sintesi e il rilascityidsulina, nonché dalla massa
complessiva delle cellulg3. Il regolatore piu importante della secrezione
insulinica é proprio il glucosio, anche se numerBi nutrienti, cosi come vari
ormoni, neurotrasmettitori e farmaci possono inilzege il suo rilascio.

Si ritiene che il glucosio, dopo essere entrattanadllulap ad opera di specifici
gluco-trasportatori (in particolare il GLUT2 e, h@bmo, anche il GLUT1),
venga fosforilato dall’'enzima glucochinasi e quiradiviato lungo la cascata
glicolitica. Il piruvato che ne deriva entra neltotondrio, e attraverso il ciclo
degli acidi tricarbossilici ed i successivi eveatlivello della catena respiratoria
mitocondriale si arriva alla produzione di ATP. umento del rapporto
ATP/ADP (adenosin-difosfato) induce la chiusuralivello della membrana
cellulare, dei canali del potassio ATP-dipendentgcui conseguono
depolarizzazione della membrana, apertura dei catell calcio voltaggio-
dipendenti, ingresso nella cellula di ioni calcf@uest’ultimo evento determina,
infine, attraverso meccanismi complessi e non anabel tutto identificati,

I'esocitosi dei granuli di insulina (Figura 9).
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Figura 9 - Metabolismo del glucosio.

Il metabolismo del glucosio determina inoltre aelis mitocondriale anche la
produzione di altri metaboliti che, attraverso n@aegsmi ancora poco noti,
contribuiscono all’'esocitosi dei granuli di insw@inNel percorso che porta al
rilascio di tale ormone, alcuni secretagoghi agiscdistalmente. Le sulfaniluree,
per esempio, legandosi a recettori specifici chigosiano sui canali del potassio
ATP-dipendenti, determinano direttamente la chiasai tali canali [72].
L’aminoacido arginina entrando nelBacellula causa, per la presenza di cariche
negative nella sua struttura, depolarizzazione adetiembrana cellulare e
conseguente apertura del canali del calcio voltadgpendenti [73].

Dal punto di vista dinamico il rilascio di insulim&conosce principalmente una
prima fase, rapida, della durata di pochi minutina seconda fase, piu prolungata
[74, 75]

| principali meccanismi che regolano la magsaellulare sono: I'apoptosi, le
dimensioni delle singole cellulg, la replicazione (cioé mitosi di cellu[& pre-

esistenti), e la neogenesi (cioe formazione di rumsllulef3 da precursori) [76,
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77]. Quanto a lungo sopravviva una cell@@anelluomo non €& noto, ma si
comincia a pensarehe l'aspettativa di vita normale possa esserdcdinaanni
(da 2 a 5). Peraltro, € statbmostrato che nei primi anni di vita la magsa
cellulare aumenta notevolmente, grazie a marcatorfeeni replicativi e di
neogenesi. Successivamente, si raggiunge una dioetguilibrio, che viene poi
mantenuto, di solito, durante la vita adulta.

Con lavanzare dell’eta, i fenomeni apoptotici tend a prevalere su quelli
rigenerativi, e la massa cellulare si riduce leggeite. La plasticita dell@
cellule puo essere apprezzata in alcune situafisiulogiche o patologiche.
Durante la gravidanza, per esempio, la mfssallulare quasi raddoppia per far
fronte alle esigenze metaboliche e ormonali. Cisoétanzialmente dovuto a
fenomeni replicativi mediati dalla prolattina e dattogeno placentare. Dopo il
parto il tasso di replicazione diminuisce mentrmanta quello dell’apoptosi, cosi
da raggiungere di nuovo I'equilibrio. In caso divsappeso/obesita, l'insulino-
resistenza che ne deriva viene compensata da entaato tasso di replicazione e
neogenesi, e dal’'aumento di dimensioni delle dmf@aellule [69, 78].

Come detto precedentemergenhorte dellg3 cellule pancreatiche avviene sia nel
T1DM che nel T2DM, portando ad una assoluta o ikgadeficienza d’insulina:
nel primo caso & dovuta principalmente ad autoimtaumentre nel secondo
insorge come conseguenza combinata di un aumemtglwmsio in circolo e
acidi grassi saturi, insieme con gli adipociti. éntrambi i tipi di Diabete i
mediatori dell’inflammazione conducono all’apoptdsilef3 cellule.

La natura degli effettori immunologici che indurbeloo I'apoptosi dellg cellule
pancreatiche nel TLDM ancora oggetto di discussione. Ci sono due teorie
riguardo: (1) la distruzione dell@ cellule e mediata dalle cellule T citotossiche
attraverso il meccanismo di Fas/FasL o il sisteredopine/granzima; (2) la
distruzione delle B cellule e causata principalmente dai mediatori
dellinflammazione come le citochintnterleukin 1 (IL-1), Tumour Necrosis
Factor a (TNF-a) e Interferon y (INFy) che, essendo rilasciate in alte
concentrazioni nel microambiente insulare, a cadlmdinterazione tra cellule

presentanti I'antigene e cellule T nelle isoleltrdte,inducono apoptosi.
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Nessuno dei due meccanismi puo essere da solonssdple della completa
distruzione dellé cellule nel Diabete di tipo 1: probabilmente cdntiscono sia

i mediatori dell'infiammazione che il sistema detiellule T. E stato dimostrato
che le citochine sono essenziali per I'induzion&ak nelleg3 cellule, rendendole
sensibili alla distruzione mediata dalle celluld7B]: sia individualmente che in
combinazione causano apoptosi nglieellule umane e murine [48, 49]

Nel T2DM fattori genetici e acquisiti, non del wtinoti, concorrono nel
determinare il danno di funzione e di magfseellulare.Sono stati proposti vari
meccanismi che possano spiegare le cause del psogreallimento cui vanno
incontro le cellule nel produrre adeguate quantita di insulina, tgaali stress
del Reticolo Endoplasmatico, stress ossidativatdipsicita(causata da eccessivi
livelli di acidi grassi) glucotossicitgdovuta a prolungata esposizione ad elevate
concentrazioni di glucosiosembra che in tutti i casi anche nel Diabete di #p
sia coinvolto il processo inflammatorio. Un numetevato di cellule immunitarie
sono state ritrovate nelle isole di pazienti coDIVE insieme ad aumentati livelli
di citochine e chemochine [80].

Tra i fattori acquisiti, certamente la glucotossice la lipotossicita svolgono un
ruolo importante nell'influenzare la sopravvivergadle3 cellule [81].

Numerosi studi hanno dimostrato che entrambe questdizioni dismetaboliche
inducono alterazioni della secrezione insulinicamantata apoptosi, modifiche
della trascrizione di geni importanti per la callf| e interferiscono con i processi
rigenerativif cellulari [82]

Alte concentrazioni di glucosio inducono il recetté-as, che a sua volta e sovra-
regolato dalla produzione di interleuchin@-XIL-10) glucosio-indotta [83].
L’iperglicemia puo indurre apoptosi tramite attii@ze di N/KB, attivazione della
caspasi 3 mediata dal citocromo sopvraespressione del recettore Fas e
formazione di specie reattive dell’'ossigeno (RCE), B5].

Similmente, recenti studi mostrano che anche gtliagassi (FFA) promuovono
una risposta inflammatoria. L’apoptosi indotta deida grassi implica la
formazione di ceramide, 'aumentata produzionesdiado nitrico (NO) (sebbene

il suo coinvolgimento sia controverso) eplathwaymitocondriale [82, 86, 87].
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La combinazione di FFA ed elevate concentrazionigllicosio incrementa

ulteriormente I'espressione dell’ILBle il rilascio di varie citochine e chemochine
[88].

Il deficit funzionale sembra possa dipendere, almeno in,hatia situazione che

si viene a creare a livello mitocondriale. Infaii presenza di elevate

concentrazioni di FFA il mitocondrio tende a oss@dguesto substrato piuttosto
che il glucosio. A questa ridotta ossidazione detgsio segue un minor rilascio
di insulina.

L’evento finale e accompagnato dalla diminuziond’ef@essione di proteine

capaci di proteggere la cellula dagli eventi apbgtgquali Bcl-2), ed € mediato

dall’attivita degli enzimi proteolitici caspaétigura 10).
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Figura 10 - Modello di apoptosi dellegB cellule nel T2DM. Le cellulef esposte ad alte
concentrazioni di glucosio esprimono IL-B. L'effetto pro-apoptotico del glucosio
potrebbe essere bloccato dall'antagonista naturaldell'azione di IL-1, interleukin-1
receptor antagonist (IL-1Ra). Questi eventi sono associati con l'attazione di NFB,
la frammentazione del DNA e la compromessa funzioneelle cellule B. Anche
aumento nella concentrazione di FFA puo influenzareéirettamente la vitalita delle p
cellule. (FFA (Free fatty acids), @ (oxygen radicals), NO (nitric oxide), NA
(nicotinamide), AG (aminoguanidine), IL-1Ra (interleukin-1 receptor antagonist)
(Tratta da [89]).
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Dal punto di vista funzionale, il comportamento laledecrezione insulinica da
parte della cellulf3 nel corso della storia naturale del T2DM e vatgbton
livelli di insulinemia che, in termini assoluti, gOno essere aumentati, normali, o
ridotti, ma che, relativamente alle concentrazimrgolanti di glucosio, sono, per

definizione, insufficienti a garantire una normgleemia (Figura 11).
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Figura 11 - Variazione nella secrezione insulinicén diverse condizioni normali e

patologiche.

Il difetto funzionale piu precoce € la progressiiduzione, fino alla scomparsa,
della prima fase della secrezione insulinica cal,tempo, si aggiunge wtheficit
anche a carico della seconda fase del rilascitodeibne. Di rilievo é il fatto che
la secrezione di insulina in risposta a stimoliedsr dal glucosio (ad esempio
arginina e sulfaniluree) e in parte conservatansli&a quantita sia nella dinamica,
anche a vari anni dalla diagnosi, a dimostrazidme reelle celluleg3 dei pazienti
T2DM i granuli che contengono I'ormone ci sono aac@lmeno in parte) e sono
pronti ad essere rilasciati al di fuori della ckdluma il glucosio non riesce a far
giungere il giusto segnale.

Un ulteriore aspetto relativo aleficit funzionale della celluld3 nel T2DM e
'aumentato rapporto tra proinsulina e insulinall&eellule B la proinsulina é
efficientemente convertita a insulina e C-peptitEsicché nel granulo maturo la
quantita di proinsulina € minima. Probabilmentechér sollecitata in maniera

anomala, la cellulg3 nel T2DM non riesce a procedere adeguatamente alla
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trasformazione della proinsulina, che viene rilakci in  quantita
significativamente piu elevata.

La trasfezione di linee cellulari di ratto prodiditrdi glucagone con il fattore di
trascrizionepancreatic duodenal homeobox factor (Pdx)dtta ad un fenotipf
cellulare che presenta alta sensibilita alla tassindotta dalle citochine ed e
correlato con un’attivazione di MAP/SAPK dopo taatiento con IL-f. Questo
suggerisce che 'aumentata suscettibilita a stippmiapoptotici potrebbe essere
una diretta conseguenza del differenziamento dlleellule; cid potrebbe
spiegare il motivo per cui I@ cellule sono cosi vulnerabili agli stimoli citossi

e in particolare alle citochine [90].

Diabete e Apoptosi

Evidenze crescenti collegano il TIDM ed il T2DM3, 91-95]. Le classiche
definizioni di Diabete di tipo 2 causato dallazeordifettosa dell’insulina e
Diabete di tipo 1 dall'insufficiente produzione ®@ile ormone non rispecchiano
del tutto la realta. Questi meccanismi che portanaduzione o delezione degli
effetti biologici dell'insulina sono coinvolti nellpatogenesi di entrambi i tipi di
Diabete.

La morte dellg3 cellule pancreatiche per apoptosi € un denomieatomune nel
T1DM e nel T2DM. Sebbene il Diabete di tipo 1 e lqueli tipo 2 mostrino
differenze eziologiche e patogenetiche, la distmeidi tali cellule avviene in
entrambi i casi, portando alla manifestazione céinidi assoluta o relativa
deficienza insulinica. La dipendenza da tale ormpaacreatico si manifesta
rapidamente nel primo caso e in tempi piu lungHi sezondo: cio riflette una
differenza nella rapidita della distruzione dele cellule ma non nella
caratteristica della malattia, I'apoptosi di tagplazione cellulare [94].

Dati la vitale necessita dell’insulina ma ancherisichio che comporta il suo
rilascio in eccesso rispetto alla norma, sia lziome che la massa deflecellule
sono strettamente regolate. Tali cellule, come odgttecedentemente, sono
sensibili a un variabile numero di stimoli apoptotcitochine proinflammatorie,

ossido nitrico (NO), specie reattive dell'ossigdRDS) nel T1DM,acidi grassi
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liberi (FFA), glucosiosulfanilureae anilina nel T2DM [96, 97]. Ci sono evidenze
sulla convergenza delfmathwaysdei comuni effettori inducenti I'apoptosi nefte

cellule, sia nella patogenesi del TLDM che nel T2[9¥] (Figura 12).

Type 2 diabetes Type 1 diabetes
| //
Elevated glucose IL-1 . IFN
leptin

T-cell

*________ Fas Ligand
Fas Receptor

N/

JNK NFkB

sk \ I Beta cell

Figura 12 - T1IDM: le citochine, in particolare IL-1f3, inducono I'espressione di Fas
nelle B cellule. Questo sensibilizza tali cellule alla moet mediata da Fadigand. Le
citochine infiammatorie (IL-1B, IFNy) possono anche indurre apoptosi tramite
attivazione delle pathways NFKB e MAPK/JINK. T2DM: elevati livelli di glucosio e

leptina inducono le cellulef a produrre IL-1, che attivera le medesimepathways
descritte nel caso del Diabete di tipo 1 (Tratta d§96]).

L’apoptosi € un processo fisiologico, geneticameobatrollato e altamente
conservato nel corso dell’evoluzione che perméftterretto sviluppo embrionale
ed il normaleturnover tissutale nell’organismo adulto: svolge un ruoémtrale

nella morfogenesi, nel differenziamento sessuaddiarformazione del sistema
immunitario e del sistema nervoso; & anche coiovakll'eliminazione delle

cellule danneggiate o anormali e nella difesa coletinfezioni.

32



Introduzione

E un processo attivo che conduce all’eliminazionaré cellula bersaglio senza
indurre una risposta infiammatoria (diversamente gd@&nto avviene per la
necrosi). La cellula viene condensata in “corpigptci” (o blebg, che vengono
prontamente rimossi da parte del sistema macrajagic

Il fenomeno dell’'apoptosi e caratterizzato dalladensazione del citoplasma che
porta alla riduzione del volume cellulare, condermze della cromatina,
frammentazione del nucleo, evaginazioni della membr plasmatica che
conferiscono alla cellula un aspetto a boltdelpy; la cellula non subisce
modificazioni degli organelli citoplasmatici. Lo aslio finale sara la
frammentazione della cellula nei corpi apoptofcgceduta dall’esposizione sulla
faccia esterna della membrana plasmatica dellaatidgéerina, un segnale
necessario affinché avvenga la fagocitosi dei capgaptotici da parte di cellule
specializzate.

Una delle funzioni dell’apoptosi all'interno di uarganismo pluricellulare é
quello di contribuire, insieme alla mitosi, al mamimento dell’omeostasi
numerica cellulare. E evidente che i due procdssegono equilibrare tra loro in
ogni tessuto e in ogni momento della vita dell’'arigano e che un loro squilibrio
ha potenzialmente conseguenze molto gravi.

Nei mammiferi esistono due principgtiathways che conducono alla morte
cellulare per apoptasuna attivata da "segnali di morte" che giungorspecifici
recettori di superficie (via recettoriale o esteos), l'altra attivata da segnali
endogeni e regolata dal mitocondrio (via mitocoslério intrinsecajFigura 13).
Entrambe lepathways convergono nell'attivazione di proteasi specifiche
caspasi, che determina una cascata di eventi (itmieqreordinati, che
amplificano il segnale e portano alle tipiche mudizioni morfologiche

dell'apoptosi.
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Extrinsic Apoptotic Pathway
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Figura 13 - Le vie estrinseca ed intrinseca dell’agptosi.

Le citochine

Le citochine proinflammatorie, ed in particolare-1f, sono considerate

importanti effettori patogenetici responsabili detluzione dell’apoptosi dell@

cellule in entrambi i tipi di Diabete [97]Tre principali citochine agiscono

chiaramente in sinergia per indurre danneggiamentworte di tale popolazione
cellulare nel T1DM: IL-B (interleukinlf), TNFa (tumor necrosis factor) e IFNy

(interferon4).

IL-1 e secreta dai macrofagi e paradossalmenteuaiche circostanza dallg

cellule [98]. Anche TNFx € secreto dai macrofagi, mentre N8l secreto dalle
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cellule Thelper IL-1B € la citochina piu citotossica, sufficiente a eaas
I'inibizione delle B cellule e a promuoverne spesso l'apoptosi. Comenger
otteneren vitro apoptosi nellg cellule viene generalmente utilizzato cocktail

di IL-1p, IFNy e/o TNFe (Figura 14).
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Figura 14 - Signalling delle citochine (IL-1B, IFN-y e TNF-a) che inducono apoptosi
nelle p cellule mediante I'attivazione dellepathways di NFKB e STAT1.

Classicamente leitochine sono definite come molecole di segnateziatilizzate
nei meccanismi di comunicazione cellulare dal sistémmunitario. Recenti studi
tuttavia hanno mostrato che virtualmente tutte &lute, comprese quelle
componenti le isole pancreatiche, sono potenzieddgtori di citochine. Di
conseguenza, una risposta infiammatoria puo egserata da qualsiasi tessuto e
non richiede un difetto immunologico o l'identifane di un particolare agente
infettivo da parte delle cellule del sistema imntano; la produzione di citochine
non e quindi limitata esclusivamente ad un mecoamisdifensivo e puo
sottintendere il tentativo di rispondere ad un’aei@erturbante quale ad esempio

un processo di stress metabolico.

35



Introduzione

Crescenti evidenze puntano al ruolo delle citocluome regolatori chiave dei
cambiamenti adattativi delle isole pancreatichegstig ad una elevata domanda
metabolica; in questo contesto alcune citochineerdeghano ad esempio la
proliferazione dellg cellule ed un’aumentata produzione di insulinantresaltre
regolano la massa delte cellule e il rilascio del glucagone. In ogni cas® lo
stress eccede il potenziale adattativo operatoe dable questa risposta
inflammatoria coordinata e vantaggiosa puo diventieleteria per il sistema.

Gli effetti citotossici esercitati sullp cellule appaiono essere il risultato di uno
scompenso tra I'azione anti-apoptotica e quellagmoptotica di geni regolati
dalle citochine, dipendente dalla loro concentnazioe dalla durata
dell’esposizione.

Il danno di funzione allgd cellule pancreatiche € indotto gia dopo una breve
esposizione alle citochine, ed e caratterizzatauia diminuita espressione di
importanti geni come INSir(sulin), GLUT2 (glucose transporter )2 PC1/3
(proconvertaseg del fattore di trascrizione specifico dgllecellule pancreatiche
Pdx-1 pancreatic duodenal homeobo{29, 100].

Meccanismi molecolari nella distruzione mediata ddé

citochine dellef3 cellule

IL-1 signaling

La famiglia di recettori e ligandi IL-1 € associatiaprocessi infammatori piu di
qualsiasi altra famiglia di citochine. Degli 11 miennche la compongono,
l'interleuchina 1B (IL-1B) € risultata il principaletarget terapeutico per un
numero sempre crescente di condizioni inflammatatenominate malattie
“autoinflammatorie”.

L’IL-1 B esercita sia effetti positivi che negativi su vgi cellulari, comprese le
B cellule [101]. La doppia azione di questa citoehsnll’espressione dei suoi geni
targets e largamente dipendente dalle dinamiche di aftiveez di NKB, il
maggiore effettore a valle del recettore per ladtiina, e piu specificatamente

dall'azione regolatoria operata deBl, cosi come dallgpathwaydi ERK/MAPK
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[102]. II doppio ruolo di IL-B sul rilascio di insulina € noto da tempo.
L’attivazione transiente dei recettori delle citoeh inflammatorie ed in
particolare del recettore IL-1R (IL+kcepto) stimola infatti la trascrizione della
pre-proinsulina e la sua secrezione, e la prolderse delle3 cellule, consentendo
cosi all'organismo di rispondere efficacementeaalthentata richiesta di insulina
che si instaura in uno stato di infiammazione sigta e di stress associato ad alti
livelli di IL-1 circolanti.

In tale contesto cellulare, le dinamiche di attivag di NFkB e I'interazione con
ERK1/2 determinano se il ruolo della citochina saméi- o pro-apoptotico. Basse
concentrazioni di IL- ed esposizioni limitate nel tempo portano ad umento
della secrezione insulinica, replicazione delg cellule e diminuzione
dell’apoptosi. L'esatto opposto si verifica doponda esposizione ad alte
concentrazioni di IL-B. E ipotizzabile che in condizioni fisiologiche U413
prodotta localmente dalle cellule insulari, comprdse [3 cellule, giochi un
importante ruolo nel mantenimento di massa e fureicellulare, mentre elevati
livelli di IL-1[3 associati con inflammazione delle isole portanaddule 3 a
diminuzione della loro funzione e massa nel Diabete

L’apoptosi delle cellule indotta dall'lL-PB € il risultato di una complessa
network di eventi determinata dal legame dell'interleuehial suo specifico
recettore, IL-1R. Quando ILBLsi lega al recettore vengono reclutate diverse
proteine adattatrici e chinasi: la cascata di evagriverge infine nell’attivazione
di due principalipathwaysmolecolari, MAPK e NKB, le quali determinano i
cambiamenti nell’espressione genica che stannobalée delle disfunzioni che
interessano I@ cellule ed innescano lo sviluppo del programmapagiao.

Oltre che mediante attivazione di queste due graicpathways/interleuchina-
1B puo determinare la morte deftecellule anche attivando PL@HKospholipase
C) e di conseguenza PKC, in particolare PKChe € stato dimostrato essere

coinvolta nell’'apoptosi dell@ cellule (Figura 15).
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Figura 15 - Principali pathways molecolari innescate dal legame di IL-f8 al recettore

e determinanti la morte delle cellule pancreatiche per apoptosi (Tratta da [89])

Un evento (tardivo) indotto da ILBl che ha suscitato molto interesse e
I'induzione di iINOS (inducible nitric oxide synthakela stimolazione di tale
enzima avviene approssimativamente dopo 4-6 orésudta in una massiva
produzione di NO. Sebbene il preciso contributdl@i nella morte delle cellul@
rimanga poco chiaro, si ritiene che sia responsategli effetti deleteri di ILf&
nelle B cellule murine, mentre non € necessario per I'mmdpdi tali cellule
nell’'uomo.

NFKB sembra essere essenziale per I'espressione @& iNdbtto dalle citochine
sia nei roditori che nell'uomo, anche se il prometai iINOS contiene molti
potenziali siti di legame per altri fattori di teione inclusiactivator protein 1
(AP-1) esignal transducer and activator of transcripti@8TAT), suggerendo che
un numero di differenfpathwayspossano regolare la sua trascrizione. A supporto
di tale ipotesi il fatto che INOS non pud esseptto solamente da ILBLnelle

isole umane, ma richiede gocktail di citochine [90].
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IFNy signaling

La trasduzione del segnale da parte diyiBBimbra esseu lineare e coinvolge
I'attivazione dellepathwaysdi JAK e STAT-1. STAT-1 si lega a membri della
famiglia di fattori di trascrizionénterferon regulatory factofIRF) attivandoli (&
stato dimostrato che IRNnduce sovraespressione di IRF-1 n@lleellule). IFNy
non stimola traslocazione nucleare e legame cBINA di NFKB nelle cellule,

né influisce sull’attivazione di NéB da parte di IL-B. In alcune cellule IFM
attiva ERK-MAPK attraverso JAK, ma cid non sembvaemire nellef cellule:
tale citochina infatti puo portare a decrementol'atélvita costitutiva di
MAP/SAPK nelle isole di ratto [90].

TNFa signaling

La pathwaydi segnalazione del TNF coinvolge due differertiattori, p60 (che
contiene nella sua porzione intracellulare un damnh morte) e p80. Il dominio
di morte di p60 interagisce con lo stesso domimes@nte nel recettore TRADD,
che a sua volta recluta FADDLa cascata di eventi converge infine
nell'attivazione di fosfolipasi e sfingomielinasi, attivazione di kKE e
stimolazione dellgpathwaysINK e p38 MAP/SAPK. TNF é in grado di avviare
direttamente il programma apoptotico mediante wasxata di caspasi innescata
dal clivaggio della caspasi 8 da parte di FADD. @ague l'attivazione delle
caspasi da parte di TFnon sembra essere indotta nelle celljecosicche
TNFa da solo non e sufficiente a causare danno allaidae 3 cellulare. Al
contrario, nelle isole di ratto é stata dimostedtavazione di MAP/SAPK da parte
di TNFa e induzione di NFkB.

IFNy e TNFo agiscono sinergicamente aumentando gli effeitassici dell’lL-
1B mediante la via MAP/SAPK nelle celluedi ratto [103].

MAP/SAPK pathway

39



Introduzione

E stato dimostrato che nell@ cellule pancreatiche ILAL attiva tutti e tre i
principali membri della famiglia MAPK: ERK, p38 &K (c-jun N-terminal
kinasg (Figura 16).
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p38
JNK
l ATF3
Altered gene expression
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teins ?
proteins \ NO
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Figura 16 - Schema degli eventi molecolari che siexificano nelle B cellule

pancreatiche dopo il legame di IL-B al suo specifico recettore (Tratta da [104]).

Mediante approcci farmacologici si e evidenziatoneop38 ed ERK agiscono
insieme per determinare [I'espressione [-tddotta di INOS, [I'enzima
responsabile della produzione di ossido nitrico YNID quale contribuisce
fortemente alla morte cellulare per apoptosi mediklle citochine nell@ cellule

di roditore [105] Studi successivi hanno mostrato che il parziabedd di ERK o
di p38 diminuisce I'apoptosi indotta da citochineali cellule.

ERK é inoltre essenziale per la trans-attivazionskkB indotta da citochine dal
momento che e coinvolto nella fosforilazione dedlabunita p65 dello stesso
NFkB, anch’esso implicato nell’'espressione di iNOS g]10Il legame che
intercorre tra p38 ed N¥B rimane invece poco chiaro.

Per quanto riguarda il ruolo di JNK, esperimentitrdisfezione hanno mostrato

che l'inibizione dellapathwaydi tale membro della famiglia MAPK conferisce

40



Introduzione

protezione quasi totale dall’apoptosi indotta dalf- nelle cellule secernenti
insulina [107].

Un potenziale meccanismo attraverso cui JNK detezrebbe I'apoptosi dell@
cellule pancreatiche vedrebbe l'attivazione deltofat di trascrizione ATF3
(activating transcription factor 3 un membro della famiglia ATF/CREB-Amp
responsive element binding proteinlinduzione di ATF3 stimolata dalle
citochine é ridotta quando e contemporaneamenteitoniJNK, e le isole
pancreatiche di togtnockoutper ATF3 sono meno sensibili alla morte cellulare
[108].

Uno studio recente suggerisce che JNK e anche mpaente critico nella
soppressione della trascrizione del gene dell’'inauindotta da stress ossidativo.
Questi studi supportano un ruolo chiave per JNKanelgolazione della funzione

e morte delle cellul@.

NFkB

Il fattore di trascrizione NkB gioca un ruolo chiave in un’ampia varieta di
processi fisiologici e patologici. E stato dimostrahe tale complesso controlla
I'espressione di numerosi geni coinvolti nella asga cellulare allo stress, nella
proliferazione, nella sopravvivenza e nell’apoptd4i09]. Nelle B cellule
pancreatiche e stato dimostrato che I'lB-#la sola o in sinergia con IFNnduce

la traslocazione nucleare di KIB. A livello del nucleo esso regolerebbe l'attivita
di numerosi geni la cui espressione risulta aleeeaseguito del trattamento con
citochine; tra questi svolgono un ruolo di primam nell’induzione dello stato
flogistico il gene INOS, il recettore Fas che auwtygdell'interazione con Fas
ligand induce l'apoptosi, la chemochina MCP-indhocyte chemoattractant
protein 1) che attira le cellule mononucleate al sito dedlilite e la proteina
scavengerdi radicali liberi MNnSOD KIn #* superoxide dismutasehe potrebbe
partecipare alla difesa deftecellule.

Il ruolo di NF«B nella morte dellg cellule innescata dalle citochine e stato
ampiamente studiato, principalmente esprimendaaincellule una forma non

degradabile di KB, inibitore di NKB, chiamato “kB super-respressor”
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L’infezione di colture primarie d8 cellule di ratto con adenovirus codificante per
il repressoredB determinava infatti un blocco nell’espressionaig citochino-
mediata di INOS, Fas e MNnSOD ed una sostanzialeiode nell’apoptosi indotta
da unmix di IL-13 e IFNy [110]. Similmente, esperimenti condotti su isole
pancreatiche umane hanno dimostrato che linibeiahh NFKB protegge le
cellule dall’apoptosi stimolata da IL3le Fas-dipendente [111] utilizzo di IkB

e di tecnologienicroarray ha rivelato che cambiamenti indotti dalle citochine
molti geni sono dipendenti da KB nelle cellulef. Tale fattore di trascrizione e
quindi un importante punto di controllo nel destatele 3 cellule a seguito di un
attacco infiammatorio.

Contrariamente a quanto mostrato in diversi esparinm vitro che associano ad
NFkB una funzione pro-apoptotica, altri studi indicarie la sua inattivazione in
isole pancreatiche di topo e in cellule di insulireo potenzia la morte cellulare
indotta dalle citochine infiammatorie TNF-e IFN+y [108, 112] In linea con
queste scoperte, I'espressidheellula-specifica del super-repressx® lin topi
NOD accelera significativamente lo sviluppo del ligte, indicando come KB
potrebbe avere un ruolo protettivo nel TLDM.

L’esatto ruolo di NKB nel controllare I'apoptosi dellB cellule sembra essere
quindi strettamente dipendente dal contesto spetatee e dalla specifica

combinazione di citochine utilizzata.

Fas-FLIP pathway

Il recettore Fas € un membro della superfamigliaedettori di morte TNF, che
presenta un dominio di morte nella sua porzionadaetlulare responsabile per la
trasduzione del segnale apoptotico. La sua atowaeze stimolata da Faigand
(FasL). Tale interazione porta ad una cascata dntewxche converge infine
nell’attivazione della caspasi 8 e alla morte datiel per apoptosi. Normalmente
le B cellule non esprimono Fas ma dopo esposizionetahine diventano
suscettibili all'apoptosi indotta da FasL. L'espisne dellef cellule umane ad

alte concentrazioni di glucosio induce sovra-esgioe® di Fas.
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FLIP (FADD like IL-1 converting enzyme inhibitory protginnibitore della

caspasi 8, sembra dirigeresignaling di Fas dall'apoptosi alla proliferazione.
Nelle B cellule umane FLIP é costitutivamente espressdanpaesenza eccessiva
di glucosio o leptina determina un decremento relka espressione e indirizza la

pathwaydi Fas verso la distruzione defecellule ed il Diabete (Figura 17).
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Figura 17 - Meccanismi molecolari fisiologici e patlogici innescati nei confronti

delle B cellule dall'IL-1 B in risposta alle sue concentrazioni (Tratta da [14]]).

La pathway Fas-FLIP regola anche la funzione secretoria dllecellule
(I'iperglicemia cronica infatti oltre che agire swirnover 3 cellulare inibisce il
rilascio di insulina [113].L’'espressione di Pdx-1, un fattore di trascrizione
specifico delle3 cellule che regola I'espressione genica dell'imaule il

metabolismo mitocondriale, diminuisce nelfe cellule Fas-deficienti. Come
conseguenza l'insulina e la produzione di ATP seexeramente ridotte e solo in
parte compensate dallimponente aumento della masdle 3 cellule. La

sovraespressione di FLIP incrementa lattivita &kB; questi eventi determinano
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un aumento di Pdx-1 e della produzione di insulimaipendentemente dai
cambiamenti nelurnovercellulare.

Sembra quindi che Fas non sia semplicemente urttoezedi morte ma un
regolatore chiave del ciclo cellulare che pud inelunorte o proliferazione in

dipendenza da cofattori intracellulari.

Citochine pro-inflammatorie e apoptosi

La combinazione di risultati sperimentali, epidelogici e analisi computazionali
ha portato di recente all'identificazione da paléd nostro gruppo di ricerca di un
set di geni appartenenti al Macchinario Apoptotico (MAoinvolti nella
patogenesi del Diabete Mellito. Attraverso tecn@obgigh-throughput (HT)
abbiamo analizzato le variazioni del trascrittom@i aodi proteici critici del MA
in due linee cellulari murine derivanti dalle cédlw e 3 di isole pancreatiche di
topo dopo loro esposizione ad aocktail di citochine (IFNy, IL-13, TNF-0) in
untime coursali 48h, mimandan vitro gli eventi molecolari che coinvolgono
vivo i due tipi cellulari piu rappresentati delle isgancreatiche durante le fasi
precoci di insulite. | geni candidati sono risultassere: DDIT3, MAP3K14,
STAT3 e diversi membri del complesso K. In particolare, la ricostruzione
delle corrispondentnetworks regolatorie ha evidenziato il ruolo critico delle
pathwaysdi NFkB, P53, STAT3, insieme ai loro regolatori a momiglja risposta
differenziale dei due fenotipi cellulari alle citone [Barbagalloet al, in
preparazionel].

Il ruolo delle citochine pro-infiammatorieella regolazione genica ed in
particolare nell’espressione di geni pro-apoptoéicstato di recente dimostrato
anche da Thomas Mandrup-Poulsen al. in un lavoro del 2009114]: si
evidenzia che I'azione concertata delle citochireipfiammatorie IFNy, IL-13

e TNF-a su cellule INS-1 di ratto e su isole pancreaticheane e di ratto induce
I'attivazione di Bad (un evento che inibisce lwith delle proteine anti-
apoptotiche Bcl-xL e Bcl-2), il rilascio Bax-dipeswte del citoctomo c, stress

mitocondriale, attivazione delle caspasi 9 e caspadframmentazione del DNA.
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Le citochine determinerebbero anche I'espressiogeni coinvolti nella risposta
inflammatoria in relazione all’espressione differiasie di IRF-7(IFN regulatory
factor-7), la sottoespressione di geni coinvolti nel mamtemto del fenotipd
cellulare, nella progressione del ciclo cellulame#a proliferaziong¢115].

E stata inoltre riscontrata un’espressione diffei@e di pit di 20 geni coinvolti
nello splicing che inducono regolazione post-trascrizionale i @i 50 geni
risultati differenzialmente espressi dopo il tratento con imix citochinico.

Oltre a geni coinvolti direttamente nel processopaptico, nei meccanismi di
splicing nella proliferazione e nella risposta inflammatpuna classe di piccoli
RNA non codificanti, i microRNA, subirebbe cambiamtienell’espressione in
risposta agli stimoli operati dalle citochine prdiammatorie sian vitro chein
Vivo[116].

Nuovi regolatori dell’espressione genica

L’attenzione della comunita scientifica nel corgglilanni si e focalizzata sempre
piu sullo studio dei meccanismi molecolari che staalla base delle patologie e
verso il disegno di nuove strategie terapeutiche.

E’ divenuto evidente che molecole regolatorie aigemhonte o in associazione ai
fattori di trascrizione determinano le alterazioeil’espressione genica osservate
nelle B cellule non funzionali e che probabilmente sonmwalte nello sviluppo
del Diabete: i microRNA stanno emergendo come nueagolatori della
secrezione e dell'azione insulinica e sono stafinde come “ribo-regolatori

dell’omeostasi del glucosio” [117].

I microRNA

Negli ultimi anni diversi studi hanno portato afleoperta all’'interno delle cellule
eucariotiche di numerosi piccoli RNA endogeni noaditicanti a singolo
filamento, di lunghezza compresa tra i 21 e i 2Blentidi, chiamati microRNA
(miRNA) il cui ruolo fondamentale € quello di regm negativamente
I'espressione genica a livello post-trascrizionadssi svolgono la loro azione

appaiandosi parzialmente ad una o piu sequenze3’bdIR (3’ untraslated
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region) di un mRNA bersagliotéarge) al fine di determinarne la degradazione o
la repressione trascriziong[E18].

I miRNA sono tra le piu abbondanti molecole regeatpresenti nelle cellule
animali. | membri fondatori della famiglia dei miRN\lin-4 e let-7, sono stati
identificati nel 1993 irC. elegangdove controllano i tempi dello sviluppo larvale
[119, 120]. Da allora, il numero dei miRNA conogcha continuato a crescere ed
e diventato sempre piu evidente il ruolo fondamenti queste molecole in
svariati processi biologici.

La conservazione evolutiva di molti miRNA, anche&aterso i phyla, suggerisce
che queste molecole abbiano un ruolo antico e itaptea nell’'evoluzione e nella
regolazione di processi cellulari come l'apopttsicrescita cellulare, gignaling

il controllo dello sviluppo embrionale, la rispostgarticolari condizioni di stress
ambientale, il differenziamento neuronale, il diéieziamento degli adipociti, la
secrezione dellinsulina, il differenziamento dgdleellule, il destino delle cellule
staminali neuronali, il controllo della funzione nmnitaria: € chiaro come la
disregolazione di questi RNA non codificanti possssere implicata
nell'insorgenza di malattie come neoplasie e Dialpe21].

Molti miRNA sono espressi in maniera differenziakd corso dello sviluppo e nel
differenziamento [122F si ritiene che ogni tipo cellulare possa averesua
unico profilo di espressione di miRNA.

Dai risultati ottenuti grazie ad approcci compubazli si stima che i geni che
codificano per i miRNA costituiscano 1-5% dei geantenuti nel genoma, e che

circa il 30% dei geni codificanti proteine sia risgo da questi RNA [121].

Biogenesi dei microRNA

Affinché i microRNA possano svolgere la loro funzéo € necessario che
subiscano un processo di maturazione, un meccanisali@mente
compartimentalizzato che prende inizio a livellcleare per poi concludersi nel
citoplasma, e che e costituito da numerosi passelggilo rendono talmente
complesso da essere considerato una vera e ppgthaay.

Negli ultimi anni i meccanismi molecolari che staralla base della biogenesi dei

microRNA sono stati oggetto di intense ricer§h23].

46



Introduzione

I miRNA sono trascritti nel nucleo dalla RNA polinasi Il o, in alcuni casi, dalla
RNA polimerasi Ill, generando trascritti primaritdepri-miRNA, normalmente
lunghi alcune chilobasi che si ripiegano a formstratture a forcinah@irpin) a
doppio filamento: il pri-miRNA possiede doop ed unostema doppio filamento
di circa 33 coppie di basi complementari, dallaestremita sporgono due lunghi
frammenti a singolo filamento (Figura 18).

Il pri-miRNA viene processato da una RNase Il eace ad attivita
endonucleasica, Droshana grossa proteina di circa 160kDa, che agendo in
cooperazione con il cofattore DGCRBI (George syndrome critical region gene
8) si lega alla struttura atem-loop effettuando dei tagli in siti specifici che
determinano il rilascio del pre-miRNA. Questa fag®ecificatamente nucleare
prende il nome deropping. Il pre-miRNA, lungo circa 60-80 nucleotidi, possée
uno stema doppio filamento di circa 33 nucleotidi complertaentra loro ed un
loop, ed e caratterizzato da 2-3 nucleotidi sporgdn® @d un gruppo fosfato al
5’ [123-125] (Figura 18).

CYropLasm

IIIT T 0 ;&vli )

Figura 18 - Fasi principali della biogenesi dei miRIA. Il miRNA maturo é indicato
in blu mentre i triangoli gialli indicano i siti di taglio (Tratta da [126]).

a7



Introduzione

Il pre-miRNA viene successivamente esportato dalewal citoplasma, dove
subisce un ulteriore clivaggio specifico, denononatlicing, dal nome
dell’endonucleasi che entra in gioco, Dicer.

L’Esportina-5 (Exp5), un membro della famiglia deasportatori nucleari che
funziona in associazione alla GTPasi Ran [127§ prbteina che trasporta i pre-
mMiRNA fuori dal nucleo.

Una volta nel citoplasma, tali molecole vengonocpesate da un complesso
multiproteico che prende il nome ®ISC loading compleXRLC) e che
comprende I'RNasi Dicer, la proteina TRBP legarii@NA (trans-activation
response (TAR) RNA-binding protei@ Ago2 Argonaute-2 [128-130] (Figura
19).

pre= mlHNA

RISC Iaad:ng complex
{ALC)

' > Protein factor

! @ Active RNase

I : I
e MIRMNA precursor !

|

| e Mature mieNA

pre-miRNA

BDXTRED)| Cleavage

L 1T Duplex unwinding
3 mMiRNA duplex _RISC formation

e

mature miBNA
active RISC

Figura 19 - (a) Dicer e TRBP interagiscono prima direclutare Ago2 con il quale
formano un complesso ternario che si lega al pre-iRNA, il RISC loading complex
(RLC). (b) Dopo aver legato il pre-miRNA, Dicer rilascia il miRNA duplex.

Dicer e una grossa proteina di circa 200 kDa, autavesclusivamente nel
processo di maturazione del pre-miRNA: quest’ultimene tagliato generando

un microRNA duplex di circa 22 nucleotidi, con 2 nucleotidi protrutiealle
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rispettive estremita 3’. Dopo il clivaggio, Dicer ERBP si dissociano dal
complesso e ilduplex di miRNA viene separato in due filamenti: quello
funzionale, che € complementare al’'mRNBkget viene caricato sulla proteina
Ago2 e successivamente incorporato nel complessRI&E (miRNA-containing
RNA-induced silencing complex)effettore della repressione mediata da
microRNA [129], l'altro, chiamato miRNA* strand viene invece solitamente

degradato (Figura 20).

R

RNA precursor

Dicer
\D 5 M3
3 el UL -
miR:miR*

5 3

miR* degraded mature miRNA

Figura 20 - Selezione del filamento che costituirhmiRNA maturo.

| due filamenti debduplexpresentano una stabilita differente da un puntasia
termodinamico a livello dell'estremita 5’; sebbehmiRNA maturo possa essere
localizzato in uno o nell’altro filamento in mododistinto, esso si origina quasi
sempre dal filamento che presenta I'estremita &’ipstabile [131]. Nei rari casi
in cui le due estremita 5’ presentano una stabjgeagonabile, ognuno dei due
filamenti puo con la stessa probabilita andaresdittire il miRNA maturo dotato
di attivita biologica [124, 129, 132].

La figura 21 riassume schematicamente la biogetesniRNA.
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Figura 21 - Biogenesi e meccanismo d’azione dei mo&kNA.

Sebbene sia solitamente questpdshwaybiogenetica che porta alla produzione
dei miRNA, il processamento mediato da Drosha nema@stepobbligatorio. E
stato infatti scoperto di recente che alcuni miR§oh0 generati a partire da corte
sequenze introniche aventi la capacita di formangtare a forcina, mirtrons
questi usano I@plicing come meccanismo alternativo geypassarda normale
pathwaybiogenetica attuata da Drosha (Figura 22) [133]
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Figura 22 - Pathway alternativa in cui lo splicing, piuttosto che Drosha, da origine al
pre-miRNA (Tratta da [133]).

Meccanismo d’azione dei microRNA

Il meccanismo molecolare attraverso il quale il Ri®gola I'espressione dei geni
bersaglio € oggetto di intense ricerche. Nei mamnifa chiave di tale
meccanismo d’'azione dei microRNA e la complemeetaritra una specifica
regione presente nella loro sequenza (di circan2€leotidi, chiamataeed e il
3'UTR del’mRNA target, che puo contenere siti multipli di legame per il
microRNA (recentemente diversi studi hanno idecuifd siti di legame dei
mMiRNA anche a livello di regioni 5’UTR o in regiooodificanti); cio determina
I'inibizione della traduzione o la degradazionel’d@RNA a seconda che rhatch
sia perfetto o meno: nel caso di perfetta comple¢anga il miRNA determina la
degradazione dellmRNA mediata dalle proteine A@Be secondo alcuni studi
avverrebbe nei cosiddetitbodies(processing Bodigsin cui si accumulerebbero
ingenti quantita di mRNA non tradotti, proteine Arguta, microRNA maturi, e
repressori trascrizionali [134-136].

Un matchimperfetto comporta invece l'inibizione della trembne dellmRNA

target attraverso repressione allo stadio di inizio, espione dell’allungamento
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della catena proteica o della terminazione deddurione, o0 mediante proteolisi

del peptide nascente (Figura 2837, 138].

Mechanisms of miRNA Function
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Figura 23 - Rappresentazione grafica di alcuni deipossibili meccanismi

di

repressione mediata dai miRNA. Il messaggerdarget puo essere deadenilato e

degradato, oppure puod essere inibita la sua traduane.

In ogni caso il risultato finale sara la mancatdtizione del trascritto e quindi

I'inibizione della sintesi proteica [139Yedi figura 21).

by

Il matchingtra le due sequenze tuttavia non & una condizsuffciente per

ottenere il silenziamento del gene bersaglio ddepdel miRNA; € necessario

infatti che la sequenzarget sia accessibile al microRNA: una sfavorita energia

di legame tra I'mRNA ed il microRNA puo inibire f@pressione malgrado l'alto

grado di complementarieta tra le due sequenze [H@lira 24).
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Figura 24 - | miRNA possono silenziare i lordargets solo se questi sono fisicamente

accessibili.

Ogni singolo microRNA puo potenzialmente interagiom centinaia di differenti
targetse, viceversa, ogni mMRNA puo essere bersaglioidhpcroRNA.
L’identificazione dei geni bersaglio rappresenta step critico per studiare la
funzione dei miRNA nello sviluppo di piante ed aaimma non facile come
dimostrato dal limitato numero thrgetsche sono stati sperimentalmente validati
fino ad ora. Nel corso degli anni sono stati w#itz diversi approcci per la loro
identificazione, sia di tipo bioinformatico che spgentale.

Sono stati sviluppati diversioftwarescome miRanda, TargetScan, RNAhybrid,
PicTar [141-144] che si basano principalmente isidiitificazione di regioni di
complementarieta tra i miRNA e i corrispondentiigangets sulla conservazione
di siti targets tra differenti specie o sulla stabilita termodineandel duplex
MiRNA/MRNA.

Tali softwaressebbene in grado di predire centinaidadgetsper ogni miRNA,
presentano alti tassi di falsi positivi [118].

Recentemente e stato suggerito [145] che lo stddigprofili di epressione di
MRNA potrebbe rappresentare una strategia piuieftie per la ricerca di geni
bersaglio dei miRNA dal momento che ci sono cregcevidenze che molti
MIRNA causano la degradazione dei ltaiogets[146-148]. Essi possono quindi
determinare sui loro bersagli effetti significatavlivello trascrizionale, facilmente

rilevabili tramite tecnologienicroarray e RT-PCR quantitatival ali metodi pero
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non sono in grado di identificaretargets dei miRNA che agiscono attraverso
repressione traduzionale.

| risultati ottenuti con l'approccio bioinformaticeengono poi validati tramite

approccio sperimentale (come ad esempio il saggia tliciferasi).

Negli ultimi anni il numero ditargets identificati computazionalmente e poi
validati sperimentalmente € cresciuto sempre diffio a raggiungere circa 1000

targetsnell’'uomo.

Organizzazione genomica dei microRNA

Tutte le informazioni riguardanti i microRNA (ad eespio la localizzazione
genomica e I'organizzazione dei geni codificanti ip@icroRNA sui cromosomi)
sono disponibili swdatabasepubblici accessibili vianternetcomeThe miRBase
Sequence DatabaseAttualmente sia mediante approcci sperimentale ch
computazionali, sono stati identificati in piantkanimali circa 15000 microRNA
di cui 1048 nell'uomo, numeri destinati ad aumentawn I'utilizzo di tecniche di
sequenziamentioigh-throughput

I geni codificanti per i microRNA sono distribuiti tutti i cromosomi umani, fatta
eccezione per il cromosoma Y. Circa il 50% dei gesri microRNA conosciuti
sono stati ritrovati inclusters e sono trascritti come unici trascritti primari
policistronici che vengono successivamente taghadiversi microRNA. In molti
casi i miRNA policistronici condividono lo stespatterndi espressione. E ancora
da verificare la possibilita che i miRNA tlusterssiano funzionalmente correlati
in virtu del fatto che targettano lo stesso gengeai differenti nella stessa
pathway

Prendendo in considerazione la loro localizzazige@omica, essi possono essere
distinti in miRNA intergenici, miRNA intronici in nita trascrizionali codificanti,
mMiRNA intronici in trascritti non codificanti, miRAN esonici in trascritti non
codificanti [149].1 geni codificanti per i miRNA in alcuni casi conggono propri
promotori edenhancersndipendenti: mentre i miRNA intronici possono &S
trascritti simultaneamente con i loro geni ospdielli intergenici possono

derivare da unita trascrizionali indipendenti [1581].
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Disfunzioni nella regolazione dei microRNA

Nonostante il mondo scientifico abbia solo da paciziato ad apprezzare
I'enorme potenzialita funzionale di queste moleaalgolatorie, € noto, come gia
detto, che il preciso controllo della funzione #eiRNA €& essenziale per una
grande varieta di processi cellulari tra cui lalijfgcazione, I'apoptosi ed il

differenziamento.

Non e quindi sorprendente che disfunzioni nell’aeiaegolatoria operata dai
MiRNA siano associate a numerose condizioni patcheg come neoplasie,
malattie cardiovascolari, disordini neurologicifamioni virali, asma e diabete
[152].

Alterazioni nella funzione dei miRNA possono derezala anomalie nel processo
di trascrizione e/o maturazione che determinanelliivdi espressione non

appropriati 0 mancata interazione tra il microRNAsuotarget(Figura 25).
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Figura 25 - Biogenesi dei miRNA e possibili eventthe portano alla modulazione
della loro attivita (Tratta da [153]).
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Il processamento dei microRNA puo essere regolativersi stepe portare ad
aumento o diminuzione dei loro livelli di espresso Alterazione nei livelli di
MiRNA pu0 essere causata ad esempio da proteioéateg che ne influenzano
la biogenesi e da cambiamenti nell’efficienza dakporto nucleare. Anche la
presenza di polimorfismi a singolo nucleotide (SIgB) avere effetti pronunciati
sull’efficienza del macchinario di processamentoni€RNA.

La maggior parte dei miRNA sono generati a padagroprie unita trascrizionali
e la loro espressione puo essere controllata darifali trascrizione attivati in
particolari condizioni fisiologiche o patologiched( esempio, il fattore di
trascrizione myogenin and myoblast determination, MYOD1, regola
'espressione di miR-1 e miR-133 durante la miogerjié54], il fattore di
trascrizionemyocite-enhancing factor, 2nef2, controlla I'espressione ddlster
di miRNA cervello-specifici durante la dendriocitogesi [155].Alcuni miRNA
sono controllati da fattori di trascrizione che gioo nelluomo un ruolo
importante nello sviluppo di stati patologici; aseepio, I'espressione di miR-34a
e controllata dal gene oncosoppressore p53 e lggm® MYC induce diversi
mMiRNA coinvolti nel controllo del ciclo cellularereell’apoptosi [156].

Come detto prima, la quantita di miRNA maturi preseelle cellule non dipende
solo dal tasso di trascrizione genica ma puo essetkilata anche dall’efficienza
con cui gli enzimi coinvolti nella fase di maturaze dei microRNA svolgono
I'attivita di processamento. L'espressione del RiR-ad esempio, aumenta dopo
la stimolazione dellattivita di Drosha in rispost signalling BMP (bone
morphogenetic prote)iTGF{3 (transforming growth factop) [157].

La funzione dei miRNA puo inoltre essere influeazahche da proteine leganti
I'RNA (RBP) che possono associarsi ai messaggpreeenire il loro legame con
I microRNA, o interagire con i precursori dei miRNAna di queste proteine,
hnRNP-A1 heterogeneous ribonucleoprotein)Asi associa con uclusterdi pri-
MiRNA e specificatamente favorisce il processameetaniR-18a [158].
Alterazioni nella biogenesi dei miRNA possono daresanche da difetti genetici
a carico del gene codificante il miRNA o in gendd@anti proteine coinvolte
nella sintesi, maturazione e azione del mMIRNA (ot in TRBP2

danneggiano, ad esempio, il processamento dei miBNAfunzione di DICER1)
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[159]. La biogenesi dei miRNA puo essere influeazdalla presenza di SNP
all'interno della loro sequenza genica; queste mat che caratterizzano |l
genotipo di ogni individuo possono influenzare déanente la maturazione del
trascritto e il legame del microRNA ai messaggesishglio; ad esempio la
sostituzione di una Guanina con una Citosina determalterazioni nella
maturazione del miR-146 e allo stesso tempo pdagd@@mazione di un miRNA

funzionalmente attivo a partire dabassenger strand(miR*) che puo

potenzialmente interagire con specifici mRk#get[160].

La presenza di SNP o mutazioni all'interno del 3RJdeltargeto del microRNA

puo prevenire il legame tra le due strutture deiteando un incremento nella
traduzione del messaggero o introdurre un nuowe ditriconoscimento che

determina un’inappropriata repressione della tramhez

microRNA nel Diabete

Numerosi lavori sono presenti in letteratura cilceoinvolgimento di parecchi
microRNA nel T1DM e nel T2DM.

Evidenze crescenti suggeriscono che i microRNA gssgiocare un ruolo
significativo nella produzione, azione e secrezidaheinsulina, e che siano
coinvolti in diversi aspetti del metabolismo dalgpsio e dei lipidi.

Importanti difetti di sviluppo sono stati osservati tutti i tipi di cellule
pancreatiche quando Dicer e condizionalmente del@tono stadio precoce dello
sviluppo pancreatico. Ulteriori studi sono statndotti per identificare il preciso
ruolo che specifici miRNA svolgono nello sviluppdunzione del pancreas e nel
Diabete.

La prima indicazione di un coinvolgimento dei miRNw&lla regolazione della
funzione dellgB cellule e stata fornita da un lavoro pubblicatdNsture nel 2004
di Stoffelet al che ha identificato due miRNA selettivamente esgirnelle isole
pancreatiche.

Uno di questi, il miR-375, risulta giocare un rualioprimo piano nella fisiologia
delle B cellule dal momento che la sua sovraespressig@ar@egativamente la

secrezione di insulina glucosio-dipendente agendbv&lli di miotrofina (Mtpn),
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una proteina implicata nell’esocitosi [L6Hebbene I'esatto ruolo di tale proteina
nel processo secretorio deftecellule rimanga tuttora poco chiaro, la riduzione
della sua espressione mediante RiN#&rferenceha sulla secrezione dell'insulina
effetti sovrapponibili a quelli determinati dal mB¥5. E stato dimostrato che la
miotrofina interagisce con la proteina CapZ, chesaa volta inibisce
'assemblaggio dell’actina F; e possibile quindiecta miotrofina determini
cambiamenti nehetworkactinico tali da inibire il legame e la fusiona deanuli
contenenti insulin@l17].

Uno studio del 2008 ha dimostrato che il miR-375ala anche I'espressione di
PDK1 @'-phosphoinositide-dependent protein kina3e€bmponente essenziale
nella cascata di segnalazione di PI3K che giocauato chiave nel mediare
I'azione dell'insulina sulla crescita e lo sviluppellulare; la caduta nei livelli di
espressione di PDK1 nelle cellufe ad opera del miR-375 porta a Diabete e
riduzione della massa cellulare [162]. Al contratimibizione del miR-375 porta
ad un incremento nei livelli di PDK1 e di insulimaalla proliferazione delle
cellule B. Il glucosio e un potenziale modulatore negativaniR-375 e porta
all'aumento dei livelli della proteina PDK1.

Poy et al hanno mostrato che tognockoutper il miR-375 sonaperglicemici
perché presentano alte quantitandeellule, alti livelli di glucagone nel plasma e
diminuizione nella massa dell@ cellule, a causa di una loro aberrante
proliferazione [163]; queste evidenze sperimergiadjgeriscono come il miR-375
oltre ad avere un ruolo nella secrezione dell'imgulé implicato anche nello
sviluppo delle3 cellule La delezione del gene per il miR-375 in topi/obobesi
conduce ad un forte decremento nella capacita delcrpas endocrino di
compensare l'aumentata richiesta di insulina comdaseguenza di un severo
stato diabetico [163]

E stato recentemente suggerito che gli effetti M#R-375 sull'espressione di
Mtpn e sulla secrezione dell'insulina possono esskpendenti dal fattore di
trascrizione NkB [117]: l'attivazione di quest’ultimo & associata ad auratnt
secrezione dell'insulina stimolata dal glucosio4JL&entre la sua inattivazione
risulta in un decremento nella secrezione di imsutla parte dell@ cellule [117].

E stato dimostrato che la miotrofina funziona coatévatore trascrizionale di
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NFkB nei cardiomiociti, suggerendo che la regolazioperata da miR-375 sui
livelli di miotrofina potrebbe portare a cambiamemll’attivita di NFkB [165].
Oltre che per Mtpn, miR-375 puo anche svolgere ualor di regolazione
dell’espressione di Uspl (proteasi ubiquitina sipecil), di Jak2 Janus kinase)2
e di Adipor2 (recettore dell'adiponectina) [117414

Attraverso approcci bioinformatici diversi microRN#tre al miR-375, tra cui |l
miR-124a e let-7b, i piu abbondanti nella linea maidi insulinoma MING, sono
stati predetti legarsi al 3'UTR dellRNA messaggedmila miotrofina.

Altri miRNA sono in grado di influenzare [lattivitalelle B cellule: livelli
appropriati del miR-9 sono richiesti, ad esempier pn ottimale rilascio di
insulina in risposta al glucosio e ad altri segygetshi [166]. Questo microRNA é
espresso principalmente nei tessuti neuronali guantita minore, a livello delle
isole pancreatiche; quando il miR-9 e sovraespressdte 3 cellule fino ad
arrivare agli stessi livelli presenti nel cervedibverifica un danno nell’esocitosi
dell'insulina stimolata dal glucosio, causato daiduzione dell’espressione del
fattore di trascrizione Onecut-2 (OCZgrget del miR-9. Il silenziamento di
Onecut-2 determina un’aumentata espressione di uBliae/SIp4, che
associandosi ai granuli secretori, esercita una farione inibitoria sul rilascio di
insulina [166].

Anche il miR-96 é stato dimostrato regolare negatignte la secrezione di
insulina attraverso la sovraespressione di Granafilin questo casgero |l
meccanismo non coinvolge cambiamenti nell’espressidi Onecut-2. Tale
microRNA determina anche un decremento nell’espresli Noc2, una proteina
coinvolta nella secrezione insulinica [167].

Un altro miRNA capace di modulare l'espressione diltersi componenti
governanti I'esocitosi dell’insulina e il miR-124@gme nel caso del miR-9 questo
MiRNA e espresso preferenzialmente nelle celluleromli e nelle isole
pancreatiche. Uno de&rgetdel miR-124a é FoxA®orkhead box protein A2un
fattore di trascrizione implicato nel differenziame 3 cellulare, nello sviluppo
del pancreas, nel metabolismo del glucosio e r&dlerezione di insulina. La
sovraespressione e il silenziamento del miR-124k rellule MIN6 causano

cambiamenti nei livelli di espressione [EbxA2 e dei suoi geniargetsa valle
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Pdx-1 Kir6.2 (nwardly-rectifying potassium channele Sur-1 gulfonylurea
recepto) [168]. La sua sovraespressione nelle MIN6 determina uremnento
nella quantita di insulina rilasciata in condizidraisali, ma una diminuzione nella
sua quantita rilasciata ad alte concentrazionilgcasio. L’effetto di miR-124a
sulla secrezione dell'ormone pancreatico sembraressediato da aumentati
livelli di SNAP25, Rab3A e Sinapsina-1A e da un @omitante decremento di
Rab27A e Noc2 Rab27A e [l'unico target diretto del miR-124a, mentre
sembrerebbe che tutti gli altri geni coinvolti @elecrezione dell’insulina siano
regolati dal miRNA in maniera indiretta [167].

L’incubazione prolungata dell§ cellule in condizioni che simulano stati
patologici (elevate concentrazioni di glucosio é&A) determina marcati
cambiamenti nell’espressione genica ed effetti tiegsulla fisiologia cellulare;
tra i cambiamenti osservati dopo trattamento ddble cellule con alte
concentrazioni di FFA si riscontra induzione di adni®RNA: miR-34a e miR-146a
[116]. Incremento nei livelli di questi due miRNA sonotst@sservati anche in
isole pancreatiche isolate da topi obesi diabdtidh 1| miR-34a nelle cellule

e indotto dall'attivazione dellgpathway di p53, che conduce ad apoptosi in
diverse patologie. La sovraespressione di tale milpNrta ad una diminuzione
nei livelli di espressione della proteina VAMP2 elld proteina anti-apoptotica
Bcl2, e a difetti nella secrezione inulinica glucemdotta. Inoltre, una crescita
nei livelli del miR-34a e del miR-146a promuovepkgptosi dellg3 cellule mentre
il blocco della loro funzione riduce la morte inoe® da FFA [116]. Cio
suggerisce che almeno in parte gli effetti deletbrgli FFA sulle3 cellule
possano essere mediati dall'alterazione nei lidielfipecifici microRNA.

Uno studio condotto sulla linea cellulare di insalina MIN6 ha mostrato come i
miR-124a, miR-107, miR-30d sono significativameaperegolati in presenza di
alte concentrazioni di glucosio mentre altri, tta ©iR-296, miR-484, miR-612,
miR-638, MiR-663 e mIiR-690, sono significativamedi@vnregolati dopo il
trattamento dell@ cellule con alte concentrazioni di tale substeatergetico. Tra
questi miIRNA differenzialmente espressi il miR-3@d stato ulteriormente
indagato: e emerso che la sua sovra-regolazionerndiea un aumento

nell'espressione del gene dell'insulina, mentre daa inibizione abolisce
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completamente I'espressione glucosio-indotta @ tgne. L'azione del miR-30d
e stata testata inoltre su due fattori di trasoneif3 cellula-specifici, Pdx-1 e
NeuroD1, ed & emerso che la sovraespressioneediniatoRNA non altera i loro
livelli di espressione; di conseguenza, I'azioné rdéR-30d sull’espressione del
gene dell'insulina coinvolge I'inibizione di un fate di trascrizione non ancora
identificato [169]

I miRNA non sono coinvolti solo nella produzioneala secrezione dell'insulina
ma controllano anche gignaling di tale ormone pancreatico a livello dei suoi
tessuti bersaglio.

Studi sull’'espressione dei miRNA nel muscolo schiele di ratti Goto-Kakizaki
(GK), un modello non obeso di Diabete di tipo 2nt@ identificato due miRNA
membri della famiglia del miR-29, ed in particolalemiR-29a e il miR-29b,
come up-regolati in questi animali diabetici rispetto aittr controllo. Ulteriori
analisi mediant®orthern blothanno rivelato che questi miRNA presentavano alti
livelli di espressione in tutti e tre i tesstdrget dell'insulina (muscolo, tessuto
adiposo e fegato) di ratti diabetici. Inoltre laviseespressione dei miR-29a/b/c
nella linea adipocitaria murina 3T3-L1 inibivaupitake del glucosio stimolato
dallinsulina. Alti livelli del miR-29 mimano [linglino-resistenza di cellule
incubate con alte concentrazioni di glucosio edlina [170].

I miR-143 e stato dimostrato essere sovraesprdasante il differenziamento
degli adipociti. La riduzione dei livelli di questmicroRNA mediata dalla
transfezione di RNA antisenso inibisce I'espressidngeni adipocita-specifici (il
traportatore del glucosio insulino-sensibile GLUT&rmone lipasi sensibile
HSL, la proteina legante gli acidi grassi aP2 e RPYe I'accumulo di trigliceridi
[171]. Il knockdowndi miR-143 determinap-regolazione di uno dei sutargets
predetti, la proteina chinasi attivata da mitogeBRK5/BMK1/MAPK?7,
suggerendo che il miR-143 possa agire attravergenétarget ERKS.

Nonostante sia stato dimostrato che numerosi mNfoRono differenzialmente
espressi nell@ cellule pancreatiche producenti insulina e ne lesgnfunzione e
sviluppo, il loro esatto ruolo in questo tipo cédie e le dinamiche di regolazione

a cui sottostanno necessitano ulteriori indagini.
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Un recente studio condotto sfruttando la tecnologiroarray evidenzia
limportanza funzionale di tre microRNA, miR-34a, iRAl46a (gia
precedentemente citati) e miR-21, nella produziereella secrezione insulinica
nonché nell’apoptosi delle celluepancreatiche. In particolare viene dimostrato
che IL-13 e TNFu inducono l'espressione di questi microRNA nelldlute
MING, in isole pancreatiche umane e in isole di td@D durante lo sviluppo di
insulite. Il miR-21 é fortementep-regolato nellgd cellule trattate con citochine e
nei topi NOD durante I'inflammazione delle isole; $ua sovraespressione nelle
cellule MIN6 conduce ad una difettiva secreziondl'idsulina indotta dal
glucosio; come nel caso del miR-34a si affiancauastp evento la caduta nei
livelli della proteina VAMP2. Il 3JTR del’lRNA messaggero di VAMP2 non
contiene siti di riconoscimento per il miR-21 e mylii si suppone che i
meccanismi che correlano il microRNA alla proteisaano indiretti. La
sovraespressione di tale microRNA non influenzadpravvivenza delle cellule
MIN6 ma il suoknockdowrpromuove I'apoptosi.

Il blocco della loro funzione mediante molecole isgtso, non ristabilisce
l'attivita del promotore dell'insulina ma previen riduzione della sua
secrezione glucosio-indotta osservata dopo esposizia IL-PB. Inoltre il
trattamento con anti-miR-34a e anti-miR-146a prgeede cellule MIN6 dalla
morte cellulare innescata dalle citochine. Talii ddentificano quindi questi
mMiRNA come protagonisti nella perdita di funziotealdellef3 cellule causata da
citochine infiammatorie, in modo particolare dushd sviluppo di peri-insulite
che precede la manifestazione del Diabete neiNQ [172].

E comunque opportuno concludere questa sezionedoitan lavoro di Zampetaki
et al del 2010 che riguarda la ricerca di biomarcataria frazione di microRNA
circolanti nel sangue di pazienti affetti da T2DW B].

E stato infatti recentemente scoperto che i micraRdssono ritrovarsi al di
fuori della cellula, nei fluidi extracellulari comksangue. | livelli di espressione
di specifici miRNA circolanti possono essere altieira alcuni stati patologici. In
questo lavoro Zampetakit al hanno isolato RNA da campioni di sangue di una
coorte di individui monitorati nel corso di 20 amnihanno evidenziato che un

consistente numero di miRNA erano differenzialmeptpressi tra pazienti
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diabetici e controlli. E' emerso che un marcatoreltm interessante e
rappresentato dal miR-126, proprio delle celluldaaliali dove svolge un ruolo
protettivo dellapathwaydi VEGF, i cui livelli diminuiscono in soggetti TM o
pre-diabetici dapprima all'interno delle cellulederteliali stesse e poi, per effetto
indiretto, nelle vescicole circolanti da esse siga®dotte. L'effetto “paracrino”
di tale microRNA viene dunque meno e le celluleatakali tendono a morire
causando tanto nel soggetto pre-diabetico, quaetodiabetico le basi per
I'insorgenza dell'aterosclerosi, una delle maggamnplicanze di questa malattia.
E interessante il fatto che una riduzione nei livéi questi microRNA & gia
evidenziabile anni prima della manifestazione delklattia. Cio suggerisce che i
livelli di miRNA nel plasma possono essere utilizzger valutare la probabilita
che si manifesti il Diabete in individui ad altschio.

Insieme ad altri studi pubblicati recentemente]aiforo di Zampetakiet al
annuncia I'inizio di una nuova era nella ricercarbedica nella quale i microRNA

promettono di ricoprire un ruolo centrale.
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Materiali e Metodi

Colture cellulari e trattamento con cocktail di citochine

Abbiamo utilizzato per i nostri esperimenti dueskncellulari derivanti da e 3
cellule di isole pancreatiche murine: d&C1 clone 6 (cellule di glucagonoma)
[174] e le BTC1 (cellule di insulinoma) [175provenienti dallAmerican Type
Culture Collection (ATCC, Manassas, VA) forniteci dal gruppo di ricar
coordinato dal Prof. Francesco Purrello, DipartitoeiMedicina Interna e
Medicina Specialistica del Presidio Ospedalieroriaddi-Nesima” di Catania.

Le cellule sono state coltivate a 37°C in capsulBealri (diametro 100 mm, area
di crescita 55 cm?) ibulbecco-Modified Eagle MediugfDMEM) addizionato
con 10% di FBS (siero bovino fetale), 1% di Pehi@l/Streptomicina, 1% di L-
glutammina.

Entrambi i fenotipi sono stati stimolati con gocktail di citochine costituito da
IFN-y, IL-13 e TNF@ (ad una concentrazione di 50 Ul/mL, 1000 Ul/mL, @00
Ul/mL, rispettivamente) per utime coursedi 24h e 48h. In particolare ciascun
time point (TP) ha previsto la presenza di un controllo (ricaitato) ed un
corrispondente campione stimolato per linea ce#ulaCome riportato in
letteratura [11jgueste condizioni sperimentali mimaimovitro cio che avvienén
vivo durante gli eventi iniziali responsabili dell'iastrarsi della patologia
diabetica.

La percentuale di cellule apoptotiche o necrotickiecontrolli e nei trattati e stata
determinata tramite FACS Fluorescence Activated Cell Sortig dopo
trattamento delle cellule con una soluzione coetemtnessina-V coniugata con
fluoresceina isotiocianato (FITC) e loduro di Pahpi(PI) [176].

Estrazione di RNA eReal-Time PCR

La Tagman® microRNA Low density arraf/BLDA, Applied Biosystems, Foster

City, CA) e stata scelta nel nostro studio comedtgiiarma per ilprofiling dei
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microRNA nelle linee cellulari pancreatiche. Questnsiste di duearrays
TLDA pannello A, comprendente i microRNA carattes# in letteratura e TLDA
pannello B, comprendente microRNA la cui funzion@nné ancora
completamente definita; tadirrays consentono di individuare e quantificare con
estrema sensibilita esclusivamente la forma madefamicroRNA. Ogniarray
include, tra altri controlli endogeni, U6 di mamerid (MammuU6) ripetuto
quattro volte, un controllo positivo ed assaynon specifico dei mammiferi, ath-
miR159a, come controllo negativo.

L’'RNA totale delle celluleaTC1 e BTC1 controllo e trattato € stato estratto
attraverso l'utilizzo dekit commercial€erriZol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
secondo quanto specificato nel relativo protocdll.quantita e la qualita di tale
RNA sono state stimate rispettivamente utilizzardkit commercialeQubit ™
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) e PCR qualitativa.

180 ng di RNA totale estratto da entrambe le lioelulari per ciascun TP sono
stati retro-trascritti usanddagMan MicroRNA Reverse Transcription kot i
primersper I'RT Megaplex™ Primer PoolgApplied Biosystem, Foster City, CA,
USA).

2.5 ul di prodotto di RT sono stati pre-amplificati izdandoTagMan® PreAmp
Master Mix, 2Xe Megaplex PreAmp Primeis successivamente diluiti mediante
aggiunta di 75ul di H,O. La reazione di pre-amplificazione (consigliata
soprattutto se la quantita del’RNA di partenza agmpresa tra 1 e 350 ng)
consente di incrementare la quantita di cDNA digpiten per l'ultima tappa di
analisi dell’espressione genica.

La sintesi del cDNA e la pre-amplificazione sonatesteffettuate im900HT Fast
Real-Time PCR SystefApplied Biosystem, USA).

| campioni di cDNA ottenuti sono stati utilizzateipl’analisi del trascrittoma dei
mMIiRNA in Real TimePCR: 9 pl del prodotto di pre-amplificazione di ogni singol
campione per ognuno dei dpeols di primers (A e B) sono stati miscelati con
TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, USA) e caricati in
micro-fluidic cards TagMan Rodent miRNA Arrays A & B v2.8pplied
Biosystems, USA). Tutti i saggi sono pre-caricagllan micro-fluidic card
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costituita da ottdanescon i rispettivi canali di caricamento, ognuno daali &
connesso a 48 pozzetti contenenti altrettante sonde

La PCR Real Timee stata eseguita sStO00HT Fast Real Time PCR System
(Applied Biosystem, USA) con il seguente profilonbéco: 94.5°C, 10’; 40 cicli a
97°C, 30”; 59.7°C, 1'.

Abbiamo utilizzato un totale di 3ZagMan Rodent miRNA Arrays A & B v2.0
(ogni esperimento e stato condotto in duplicatoita).

In tabella 6 € mostrato I'elenco completo dégliays A e B.

Array A Array B
aslﬁ)ay description asIsDay description aslﬁ)ay description aslﬁ)ay description
000378 mmu-let-7b 001334 rno-miR-347 2495 mmu-miR-31* 1656 mmu-miR-718
000379 mmu-let-7c 001335 rno-miR-349 2506 mmu-miR-322* 1657 mmu-miR-721
002283 mmu-let-7d 002530 mmu-miR-350 1060 mmu-miR-325* 1661 mmu-miR-678
002406 mmu-let-7e 002063 rno-miR-351 2136 mmu-miR-33* 1665 mmu-miR-681
002282 mmu-let-7g 000554 mmu-miR-361 1062 mmu-miR-330* 1667 mmu-miR-449c
002221 mmu-let-7i 002616 mmu-miR-362-3p 2584 mmu-miR-34c* 1673 mmu-miR-719
002222 mmu-miR-1 001271 mmu-miR-363 2043 mmu-miR-374* 1675 mmu-miR-688
002064 rno-miR-1 001020 mmu-miR-365 2482 mmu-miR-376a* 1677 mmu-miR-690
000268 mmu-miR-7a 000555 mmu-miR-367 1727 Y1 1678 mmu-miR-691
002555 mmu-miR-7b 000557 mmu-miR-369-3p 1727 Y1 1679 mmu-miR-692
99999920 Mamm U6 001021 mmu-miR-369-5p 1973 Mamm U6 1680 mmu-miR-693-5p
99999920 Mamm U6 002275 mmu-miR-370 1973 Mamm U6 1681 mmu-miR-694
000583 mmu-miR-9 000564 mmu-miR-375 1230 snoRNA135 1954 mmu-miR-673-5p
000387 mmu-miR-10a 001069 mmu-miR-376a 1230 snoRNA135 2017 mmu-miR-592
002218 mmu-miR-10b 002452 mmu-miR-376b 567 mmu-miR-378* 2022 mmu-miR-801
000389 mmu-miR-15a 002450 mmu-miR-376¢ 2486 mmu-miR-382* 2025 mmu-miR-758
000390 mmu-miR-15b 000566 mmu-miR-377 2238 mmu-miR-411* 2028 mmu-miR-762
000391 mmu-miR-16 001320 rno-miR-377 1104 mmu-miR-425* 2030 mmu-miR-761
002078 rno-miR-17-3p 001138 mmu-miR-379 2312 mmu-miR-431* 2031 mmu-miR-764-5p
002422 mmu-miR-18a 001071 mmu-miR-380-3p 1078 mmu-miR-433* 2032 mmu-miR-764-3p
002466 mmu-miR-18b 002601 mmu-miR-380-5p 1280 mmu-miR-455* 2033 mmu-miR-763
000395 mmu-miR-19a 000571 mmu-miR-381 2582 mmu-miR-463* 2034 mmu-miR-759
000396 mmu-miR-19b 000572 mmu-miR-382 1826 mmu-miR-467a* 2036 mmu-miR-693-3p
000580 mmu-miR-20a 001767 mmu-miR-383 1684 mmu-miR-467b* 2044 mmu-miR-804
001014 mmu-miR-20b 002603 mmu-miR-384-3p 2569 mmu-miR-467e* 2045 mmu-miR-805
002052 rno-miR-20b-3p 002602 mmu-miR-384-5p 2589 mmu-miR-470* 2050 rno-miR-463
000397 mmu-miR-21 002332 mmu-miR-409-3p 2560 mmu-miR-483* 2056 rno-miR-743a
000400 mmu-miR-23b 002331 mmu-miR-409-5p 1943 mmu-miR-485* 2058 rno-miR-148b-5p
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000402 mmu-miR-24 001274 mmu-miR-410 2014 mmu-miR-488* 2203 mmu-miR-875-5p
000403 mmu-miR-25 001610 mmu-miR-411 2536 mmu-miR-503* 2243 mmu-miR-378
000405 mmu-miR-26a 001343 rno-miR-421 1956 mmu-miR-674* 2255 mmu-miR-149
000407 mmu-miR-26b 002340 mmu-miR-423-5p 1958 mmu-miR-676* 2263 mmu-miR-190b
000408 mmu-miR-27a 001516 mmu-miR-425 1727 Y1 2291 mmu-miR-877
000409 mmu-miR-27b 001077 mmu-miR-429 1727 Y1 2292 mmu-miR-653
99999920 Mamm U6 001727 Y1 1973 Mamm U6 2328 mmu-miR-760
99999920 Mamm U6 001979 mmu-miR-431 1973 Mamm U6 2449 mmu-miR-673-3p
000411 mmu-miR-28 001028 mmu-miR-433 1230 snoRNA135 2481 mmu-miR-327
000413 mmu-miR-29b 002604 mmu-miR-434-3p 1230 snoRNA135 2483 mmu-miR-343
000587 mmu-miR-29c 002581 mmu-miR-434-5p 2342 mmu-miR-708* 2500 mmu-miR-466b-3-3p
000602 mmu-miR-30b 001029 mmu-miR-448 1961 mmu-miR-712* 2501 mmu-miR-466c-5p
000419 mmu-miR-30c 001030 mmu-miR-449a 2542 mmu-miR-872* 2525 mmu-miR-450a-3p
000420 mmu-miR-30d 002539 mmu-miR-449b 2548 mmu-miR-877* 2531 mmu-miR-101b
002109 mmu-miR-32 002303 mmu-miR-450a-5p 2473 mmu-miR-879* 2534 mmu-miR-466d-5p
000426 mmu-miR-34a 001962 mmu-miR-450b-5p 2475 mmu-miR-881* 2535 mmu-miR-466d-3p
000428 mmu-miR-34c 001141 mmu-miR-451 2231 mmu-miR-9* 2538 mmu-miR-291b-3p
001090 mmu-miR-93 002484 mmu-miR-453 2496 mmu-miR-92a* 2541 mmu-miR-878-3p
000186 mmu-miR-96 002455 mmu-miR-455 2139 mmu-miR-93* 2586 mmu-miR-466a-3p
000577 mmu-miR-98 002040 mmu-miR-465a-3p 2196 mmu-miR-99b* 2590 mmu-miR-290-5p
000435 mmu-miR-99a 001082 mmu-miR-465a-5p 2407 rno-let-7e* 2478 mmu-let-7a*
000436 mmu-miR-99b 002485 mmu-miR-465b-5p 1351 rno-miR-1* 2404 mmu-let-7b*
000437 mmu-miR-100 002066 rno-miR-466b 2074 rno-miR-125b* 2479 mmu-let-7c-1*
002253 mmu-miR-101a 002067 rno-miR-466¢ 2075 rno-miR-135a* 1178 mmu-let-7d*
000439 mmu-miR-103 002516 mmu-miR-466h 2100 rno-miR-136* 2417 mmu-let-7f*
002465 mmu-miR-105 002587 mmu-miR-467a 2076 rno-miR-204* 2492 mmu-let-7g*
000443 mmu-miR-107 002517 mmu-miR-467¢ 1712 us7 2172 mmu-let-7i*
002245 mmu-miR-122 002518 mmu-miR-467d 1712 us7 2507 mmu-miR-101a*
001182 mmu-miR-124 002568 mmu-miR-467e 1232 snoRNA202 2380 mmu-miR-106b*
002199 mmu-miR-125a-3p 002588 mmu-miR-470 1232 snoRNA202 2288 mmu-miR-10a*
002198 mmu-miR-125a-5p 001821 mmu-miR-484 1240 snoRNA429 2572 mmu-miR-10b*
000449 mmu-miR-125b-5p 001278 mmu-miR-486 1240 SnoRNA429 2197 mmu-miR-124*
002228 mmu-miR-126-3p 001285 mmu-miR-487b 1336 rno-miR-20a* 2508 mmu-miR-125b*
000451 mmu-miR-126-5p 001302 mmu-miR-489 338 ath-miR159a 2229 mmu-miR-127*
000452 mmu-miR-127 001630 mmu-miR-491 2080 rmno-miR-25* 2460 mmu-miR-130b*
002216 mmu-miR-128a 002519 mmu-miR-493 2446 rmno-miR-28* 1637 mmu-miR-133a*
001184 mmu-miR-129-3p 002365 mmu-miR-494 2082 rno-miR-29b-1* 2232 mmu-miR-135a*
000454 mmu-miR-130a 001663 mmu-miR-495 2166 mno-miR-29b-2* 2512 mmu-miR-136*
000456 mmu-miR-130b 001346 mmu-miR-497 2305 rno-miR-30d* 2554 mmu-miR-138*
000457 mmu-miR-132 001352 mmu-miR-499 1283 rno-miR-363* 2513 mmu-miR-141*
002246 mmu-miR-133a 002606 mmu-miR-500 2081 rno-miR-379* 2514 mmu-miR-145*%
002247 mmu-miR-133b 001651 mmu-miR-501-3p 1354 rno-miR-382* 2453 mmu-miR-146b*
001186 mmu-miR-134 002456 mmu-miR-503 2062 rno-miR-7a* 2134 mmu-miR-148a*
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000460 mmu-miR-135a 002084 mmu-miR-504 2073 rno-miR-99a* 2570 mmu-miR-150*
002261 mmu-miR-135b 001655 mmu-miR-505 2439 rno-miR-23a* 478 mmu-miR-154*
002511 mmu-miR-136 002521 mmu-miR-509-3p 2079 rno-miR-24-1* 2488 mmu-miR-15a*
001129 mmu-miR-137 002520 mmu-miR-509-5p 2451 mmu-miR-376b* 2173 mmu-miR-15b*
002284 mmu-miR-138 002549 mmu-miR-511 2523 mmu-miR-376¢* 2489 mmu-miR-16*
002546 mmu-miR-139-3p 002355 mmu-miR-532-3p 2325 mmu-miR-744* 2543 mmu-miR-17*
002289 mmu-miR-139-5p 001518 mmu-miR-532-5p 1338 mmu-miR-7a* 516 mmu-miR-181a-1*
001187 mmu-miR-140 002051 rno-miR-532-5p 1712 us7 2270 mmu-miR-183*
000463 mmu-miR-141 001286 mmu-miR-539 1712 us7 2574 mmu-miR-186*
000464 mmu-miR-142-3p 001310 mmu-miR-540-3p 1232 snoRNA202 2490 mmu-miR-18a*
002248 mmu-miR-142-5p 002561 mmu-miR-540-5p 1232 snoRNA202 2576 mmu-miR-191*
001230 snoRNA135 000338 ath-miR159a 1240 snoRNA429 2577 mmu-miR-193*
002278 mmu-miR-145 001284 mmu-miR-542-3p 1240 SnoRNA429 2477 mmu-miR-196a*
000468 mmu-miR-146a 002563 mmu-miR-542-5p 2557 mmu-miR-302c* 1131 mmu-miR-199b*
001097 mmu-miR-146b 002376 mmu-miR-543 416 mmu-miR-30a* 2544 mmu-miR-19a*
002262 mmu-miR-147 002065 rno-miR-543 2498 mmu-miR-30b* 1011 mmu-miR-200a*
000470 mmu-miR-148a 002550 mmu-miR-544 2108 mmu-miR-30c-1* 2274 mmu-miR-200b*
000471 mmu-miR-148b 001535 mmu-miR-551b 2110 mmu-miR-30c-2* 2286 mmu-miR-200c*
000473 mmu-miR-150 002349 mmu-miR-574-3p 422 mmu-miR-30e* 2491 mmu-miR-20a*
001190 mmu-miR-151-3p 002567 mmu-miR-582-3p 2557 mmu-miR-302c* 2524 mmu-miR-20b*
000475 mmu-miR-152 002566 mmu-miR-582-5p 416 mmu-miR-30a* 2493 mmu-miR-21*
001191 mmu-miR-153 001984 mmu-miR-590-5p 2498 mmu-miR-30b* 2293 mmu-miR-214*
000477 mmu-miR-154 002476 mmu-miR-598 2108 mmu-miR-30c-1* 2552 mmu-miR-218-1*
000480 mmu-miR-181a 002053 rno-miR-598-5p 2110 mmu-miR-30c-2* 2294 mmu-miR-218-2*
000482 mmu-miR-181c 001960 mmu-miR-615-3p 422 mmu-miR-30e* 2301 mmu-miR-22*
002599 mmu-miR-182 002353 mmu-miR-615-5p 2478 mmu-let-7a* 488 mmu-miR-24-1*
002269 mmu-miR-183 002239 mmu-miR-654-3p 2404 mmu-let-7b* 2494 mmu-miR-24-2*
000485 mmu-miR-184 002522 mmu-miR-654-5p 2479 mmu-let-7c-1* 2444 mmu-miR-26b*
002271 mmu-miR-185 002607 mmu-miR-665 1178 mmu-let-7d* 2445 mmu-miR-27a*
002285 mmu-miR-186 001952 mmu-miR-666-5p 2417 mmu-let-7f* 2174 mmu-miR-27b*
000489 mmu-miR-190 001683 mmu-miR-669a 2492 mmu-let-7g* 2545 mmu-miR-28*
002299 mmu-miR-191 002322 mmu-miR-671-3p 2172 mmu-let-7i* 2594 mmu-miR-293*
000491 mmu-miR-192 002327 mmu-miR-672 2507 mmu-miR-101a* 2595 mmu-miR-294*
002250 mmu-miR-193 002054 rno-miR-673 2380 mmu-miR-106b* 2454 mmu-miR-297a*
002467 mmu-miR-193b 002021 mmu-miR-674 2288 mmu-miR-10a* 600 mmu-miR-299*
000493 mmu-miR-194 002341 mmu-miR-708 2572 mmu-miR-10b* 2447 mmu-miR-29a*
000494 mmu-miR-195 002457 mmu-miR-741 2197 mmu-miR-124* 2497 mmu-miR-29b*
002215 mmu-miR-196b 002038 mmu-miR-742 2508 mmu-miR-125b* 1818 mmu-miR-29c*
002049 rno-miR-196¢ 002055 rno-miR-742 2229 mmu-miR-127* 2613 mmu-miR-300*
000497 mmu-miR-197 002471 mmu-miR-743b-3p 2460 mmu-miR-130b* 2615 mmu-miR-302a*
002304 mmu-miR-199a-3p 002470 mmu-miR-743b-5p 1637 mmu-miR-133a* 1307 mmu-miR-302b*
000498 mmu-miR-199a-5p 002469 mmu-miR-743a 2232 mmu-miR-135a* 191 mmu-miR-300
000502 mmu-miR-200a 002068 rno-miR-743b 2512 mmu-miR-136* 398 mmu-miR-22
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002251 mmu-miR-200b 002324 mmu-miR-744 2554 mmu-miR-138* 510 mmu-miR-206
002300 mmu-miR-200c 001990 rno-miR-758 2513 mmu-miR-141* 1036 mmu-miR-485
002578 mmu-miR-201 002057 rno-miR-760-5p 2514 mmu-miR-145* 1055 mmu-miR-292-5p
001195 mmu-miR-202-3p 002027 mmu-miR-770-3p 2453 mmu-miR-146b* 1061 mmu-miR-326
002579 mmu-miR-202-5p 002029 mmu-miR-802 2134 mmu-miR-148a* 1202 mmu-miR-291a-5p
000507 mmu-miR-203 002354 mmu-miR-871 2570 mmu-miR-150* 1282 rno-miR-493
000508 mmu-miR-204 002069 rno-miR-871 478 mmu-miR-154* 1319 mmu-miR-374
000509 mmu-miR-205 002264 mmu-miR-872 2488 mmu-miR-15a* 1323 rno-miR-664
001198 mmu-miR-207 002356 mmu-miR-873 2173 mmu-miR-15b* 1326 rno-miR-20b-5p
001315 rno-miR-207 002268 mmu-miR-874 2489 mmu-miR-16* 1339 rno-miR-352
000511 mmu-miR-208 002547 mmu-miR-875-3p 2543 mmu-miR-17* 1353 rno-miR-489
002290 mmu-miR-208b 002464 mmu-miR-876-3p 516 mmu-miR-181a-1* 1356 mmu-miR-501-5p
000512 mmu-miR-210 002463 mmu-miR-876-5p 2270 mmu-miR-183* 1627 mmu-miR-695
001199 mmu-miR-211 002070 rno-miR-878 2574 mmu-miR-186* 1628 mmu-miR-696
002306 mmu-miR-214 002540 mmu-miR-878-5p 2490 mmu-miR-18a* 1629 mmu-miR-720
001200 mmu-miR-215 002472 mmu-miR-879 2576 mmu-miR-191* 1631 mmu-miR-697
001232 SnoRNA202 002609 mmu-miR-881 2577 mmu-miR-193* 1632 mmu-miR-698
002220 mmu-miR-216a 002072 rno-miR-881 2477 mmu-miR-196a* 1633 mmu-miR-699
002326 mmu-miR-216b 002461 mmu-miR-883a-3p 1131 mmu-miR-199b* 1634 mmu-miR-700
002556 mmu-miR-217 002565 mmu-miR-883b-3p 2544 mmu-miR-19a* 1635 mmu-miR-701
000521 mmu-miR-218 002611 mmu-miR-883a-5p 1011 mmu-miR-200a* 1636 mmu-miR-702
000522 mmu-miR-219 002378 mmu-miR-125b-3p 2274 mmu-miR-200b* 1639 mmu-miR-704
002468 mmu-miR-220 002249 mmu-miR-143 2286 mmu-miR-200c* 1641 mmu-miR-706
000524 mmu-miR-221 002077 rno-miR-219-1-3p 2491 mmu-miR-20a* 1642 mmu-miR-707
002276 mmu-miR-222 002390 rno-miR-219-2-3p 2524 mmu-miR-20b* 1644 mmu-miR-709
002295 mmu-miR-223 000599 rno-miR-224 2493 mmu-miR-21* 1645 mmu-miR-710
002553 mmu-miR-224 002509 mmu-miR-324-3p 2293 mmu-miR-214* 1646 mmu-miR-711
002591 mmu-miR-290-3p 001067 mmu-miR-351 2552 mmu-miR-218-1* 1648 mmu-miR-713
002592 mmu-miR-291a-3p 001322 rno-miR-381 2294 mmu-miR-218-2* 1649 mmu-miR-715
002537 mmu-miR-291b-5p 001317 rno-miR-409-5p 2301 mmu-miR-22* 1652 mmu-miR-717
002593 mmu-miR-292-3p 001345 rno-miR-450a 488 mmu-miR-24-1* 1656 mmu-miR-718
001794 mmu-miR-293 001032 mmu-miR-452 2494 mmu-miR-24-2* 1657 mmu-miR-721
001056 mmu-miR-294 001081 mmu-miR-464 2444 mmu-miR-26b* 1661 mmu-miR-678
000189 mmu-miR-295 001671 mmu-miR-467b 2445 mmu-miR-27a* 1665 mmu-miR-681
002101 mmu-miR-296-3p 001085 mmu-miR-468 2174 mmu-miR-27b* 1667 mmu-miR-449¢c
000527 mmu-miR-296-5p 001086 mmu-miR-469 2545 mmu-miR-28* 1673 mmu-miR-719
002480 mmu-miR-297¢ 001659 mmu-miR-488 2594 mmu-miR-293* 1675 mmu-miR-688
001626 mmu-miR-297b-5p 001037 mmu-miR-490 2595 mmu-miR-294* 1677 mmu-miR-690
002598 mmu-miR-298 001953 mmu-miR-496 2454 mmu-miR-297a* 1678 mmu-miR-691
000528 mmu-miR-301a 001316 rno-miR-505 600 mmu-miR-299* 1679 mmu-miR-692
002600 mmu-miR-301b 001312 mmu-miR-546 2447 mmu-miR-29a* 1680 mmu-miR-693-5p
000529 mmu-miR-302a 002564 mmu-miR-547 2497 mmu-miR-29b* 1681 mmu-miR-694
002558 mmu-miR-302c 002352 mmu-miR-652 1818 mmu-miR-29c* 1954 mmu-miR-673-5p
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000535 mmu-miR-302d 001949 mmu-miR-667 2613 mmu-miR-300* 2017 mmu-miR-592
002277 mmu-miR-320 001947 mmu-miR-668 2615 mmu-miR-302a* 2022 mmu-miR-801
002227 mmu-miR-323-3p 002020 mmu-miR-670 1307 mmu-miR-302b* 2025 mmu-miR-758
000539 mmu-miR-324-5p 001941 mmu-miR-675-3p 191 mmu-miR-300 2028 mmu-miR-762
002510 mmu-miR-325 001940 mmu-miR-675-5p 398 mmu-miR-22 2030 mmu-miR-761
001328 rno-miR-327 001959 mmu-miR-676 510 mmu-miR-206 2031 mmu-miR-764-5p
000543 mmu-miR-328 001660 mmu-miR-677 1036 mmu-miR-485 2032 mmu-miR-764-3p
000192 mmu-miR-329 001662 mmu-miR-679 1055 mmu-miR-292-5p 2033 mmu-miR-763
002230 mmu-miR-330 001664 mmu-miR-680 1061 mmu-miR-326 2034 mmu-miR-759
000545 mmu-miR-331-3p 001666 mmu-miR-682 1202 mmu-miR-291a-5p 2036 mmu-miR-693-3p
002233 mmu-miR-331-5p 001668 mmu-miR-683 1282 rno-miR-493 2044 mmu-miR-804
001329 rmno-miR-333 001669 mmu-miR-684 1319 mmu-miR-374 2045 mmu-miR-805
002185 mmu-miR-335-3p 001670 mmu-miR-685 1323 rno-miR-664 2050 rno-miR-463
000546 mmu-miR-335-5p 001672 mmu-miR-686 1326 rno-miR-20b-5p 2056 rno-miR-743a
001331 rno-miR-336 001674 mmu-miR-687 1339 rno-miR-352 2058 rno-miR-148b-5p
002532 mmu-miR-337-3p 000377 mmu-let-7a 1353 rno-miR-489 2203 mmu-miR-875-5p
002515 mmu-miR-337-5p 000382 mmu-let-7f 1356 mmu-miR-501-5p 2243 mmu-miR-378
002252 mmu-miR-338-3p 000442 mmu-miR-106b 1627 mmu-miR-695 2255 mmu-miR-149
002533 mmu-miR-339-3p 002571 mmu-miR-155 1628 mmu-miR-696 2263 mmu-miR-190b
002059 rno-miR-339-3p 002308 mmu-miR-17 1629 mmu-miR-720 2291 mmu-miR-877
002257 mmu-miR-339-5p 000399 mmu-miR-23a 1631 mmu-miR-697 2292 mmu-miR-653
001712 us7 002112 mmu-miR-29a 1632 mmu-miR-698 2328 mmu-miR-760
002259 mmu-miR-340-3p 000417 mmu-miR-30a 1633 mmu-miR-699 2449 mmu-miR-673-3p
002258 mmu-miR-340-5p 002223 mmu-miR-30e 1634 mmu-miR-700 2481 mmu-miR-327
002260 mmu-miR-342-3p 000185 mmu-miR-31 1635 mmu-miR-701 2483 mmu-miR-343
002527 mmu-miR-342-5p 002618 mmu-miR-34b-3p 1636 mmu-miR-702 2500 mmu-miR-466b-3-3p
001344 rno-miR-343 000430 mmu-miR-92a 1639 mmu-miR-704 2501 mmu-miR-466¢-5p
001063 mmu-miR-344 002048 rno-miR-190b 1641 mmu-miR-706 2525 mmu-miR-450a-3p
001332 rno-miR-344-3p 000590 mmu-miR-129-5p 1642 mmu-miR-707 2531 mmu-miR-101b
002060 rno-miR-344-5p 001193 mmu-miR-187 1644 mmu-miR-709 2534 mmu-miR-466d-5p
002529 mmu-miR-345-3p 002106 mmu-miR-188-3p 1645 mmu-miR-710 2535 mmu-miR-466d-3p
002061 rno-miR-345-3p 002459 mmu-miR-106a 1646 mmu-miR-711 2538 mmu-miR-291b-3p
002528 mmu-miR-345-5p 002320 mmu-miR-188-5p 1648 mmu-miR-713 2541 mmu-miR-878-3p
001064 mmu-miR-346 000531 mmu-miR-302b 1649 mmu-miR-715 2586 mmu-miR-466a-3p
001333 rno-miR-346 001076 mmu-miR-322 1652 mmu-miR-717 2590 mmu-miR-290-5p

Tabella 6 - Arrays A e B. In giallo sono evidenziati i controlli endgeni e i controlli

negativi.
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Analisi dei dati di espressione

Le variazioni di espressione dei microRNA sono estdeterminate attraverso
quantificazione relativa, usando il metod8“%, con I'ausilio delsoftwareRQ
Manager 1.2 (Applied Biosystem, Foster City, CA, USAJ177. La
normalizzazione dei dati é stata fatta utilizzantte controlli endogeni,
snoRNA135, snoRNA202 e MammuUG6 (i loro valori distmantenevano costanti
in tutti i campioni): abbiamo considerato attenlilibolo i valori difold change
(FC) concordanti per tutti e tre gli endogeni. Aohb confrontato i livelli di
espressione dei miRNA in entrambi i fenotipi callula steady statee dopo
trattamento con citochine.

Sono stati considerati sovraespressi 0 sottoespressroRNA che variavano la
loro espressione di almeno 3 volte (verso l'alteecso il basso) tra [@TC1 e le
BTC1 nel caso dell'analisi steady statee nei trattati rispetto ai relativi controlli
nel caso dell’analisi dopo trattamento (FG » <0.33, equivalente a LN FC +

1 e LN FC <-1). Abbiamo escluso dalla nostra analisi i miRbizn valori di Ct
indeterminati o maggiori di 33, sia nei controliecnei trattati, in quanto in questi
casi I'espressione non e correttamente valutabile.

| dati di espressione dei miRNA nelle due linedutati per tutti itime pointsono
stati clusterizzati attraversosbftwareCluster 3.0(clusteringgerarchico; metrica
di similarita: city-block distancee absolute correlation distangcemetodo di

clustering:average linkagge visualizzati attraverstavaTreeView.
Analisi statistica

| nostri dati sono stati analizzati mediante Baired T-Test utilizzando il
softwareMultiExperiment Viewer 4.8MeV 4.5), (il p-valuee stato calcolato sulla
base di 100 permutazioni per geogerall alpha critical p-valuepari a 0.01, la
significativitd & stata determinata attraversAdjusted Bonferroni Correction
Method, False discovery control: fast approssimatioon i valori di ACt dei

mMiRNA rispetto ai tre endogeni, tra le coppi€C1 Controllo replicato 1 BTC1
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Controllo replicato 1 e tra le coppd C1 Controllo replicato 2 BTC1 Controllo
replicato 2 nel caso dell’analisisteady stateg tra le coppie Controllo replicato 1
e Trattato replicato 1 e tra le coppie ControllpliGato 2 e Trattato replicato 2 per
ogni linea cellulare e per ogtime pointnel caso dell’analisi trattato/controllo.
Abbiamo cosi ottenuto uset di miRNA significativamente differenzialmente
espressi per ogriime pointe per ogni linea cellulare, per ciascun controllo
endogeno preso in esame. Sono stati presi in cenagidne per le successive
analisi solo i miRNA che risultavano significativante differenzialmente

espressi per tutti e tre gli endogeni.

Predizione deitargets dei microRNA, costruzione delle

networks e analisidelle pathways alterate

Per la ricerca deiargets predetti dei 32 microRNA differenzialmente espress
(DE) abbiamo sfruttato ildatabase miRecords (disponibile all'indirizzo

http://www. miRecords.umn.edu/miRecoydd 78] utilizzando lintersezione di

almeno 5 tools da un set di 11 tools di predizione, mentre itargets
sperimentalmente validati sono stati identificatediante Tarbase (disponibile

all'indirizzo http://www.diana.pcbi.upenn.edu/tarbpgE79].

Sfruttando ilplugin di Cytoscape MiMi abbiamo estratto i dati intepatici e
ricercato i primi interattori di takiargets[180].

A partire dai DE microRNA risultati variare in mana specifica in ognuna delle
due linee cellulari in ogrtime pointdopo il trattamento con citochine, dargets
predetti e validati e dai loro primi interattoritabmo costruito quattroetworks
(per le aTC1 a 24h, leaTC1 a 48h, 1eBTC1l a 24h e |eBTC1l a 48h),
visualizzandole attraverso Cytoscape v. 2.6.1 [181]

L’analisi delle GO (Gene Ontology) di taletworkseé stata effettuata utilizzando
il plugin di Cytoscape BINGO hiypergeometric testBenjamini & Hochberg
False Discovery Rate (FDR) correction, P<0.05)
(http://www.psb.ugent.be/cbd/papers/BiINGO/Home.htmhentre per I'analisi
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delle differenze di GO statisticamente significatitra i due fenotipi cellulari
abbiamo utilizzato itool FatiGO {ittp://babelomics3.bioinfo.cipf.es

Le pathwaysmolecolari potenzialmente alterate nelle due pagohi cellulari,
per ognitime point,sono state ottenute attraverso interrogazionéodéDIANA-

mirPath (http://diana.cslab.ece.ntua.gr/pathways/

Per ognuna delle due linee cellulari e per ofyme pointabbiamo preso in
considerazione i microRNA DE ed abbiamo effettuaoconfronto tra targets
predetti e validati ottenuti tramite miRecords ebEse e iketdi geni di seconda
classe del Macchinario Apoptotico (MA) risultatinckdati per il Diabete in un
lavoro recentemente completato dal nostro gruppaceica [Barbagallo 2t al,

in preparazione] (vedi tabella 16).
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Risultati

Induzione di apoptosi nelle linee cellularn TC1 e TC1

Le linee cellulariaTC1 trattate con citochine mostrano livelli di apmg (stimati

come rapporto cellule in sub-GO/popolazione celtuléotale) comparabili ai
controlli a 24h (1,7% di cellule apoptotiche ridpedi controlli). La percentuale di
cellule apoptotiche aumenta al 5,3% rispetto atrotin48h dopo il trattamento.
Le BTCL1 trattate mostrano il 12% di cellule apoptoticispetto ai controlli a 24h;

gqueste aumentano al 16% a 48h.

Analisi del trascrittoma a steady state e dopo trattamento

con citochine

L’analisi di espressione di 518 microRNA murinilgwee cellulariacTC1 eTC1

in condizioni fisiologiche a 24h e 48kpn il metodo 2, ha consentito di
verificare cheil 22% (113/518) circa dei miRNA analizzati nel trasstudio
presenta livelli di espressione diversi traol€C1 e l1eBTC1 in entrambi itime
point (Figura 26A).

Dei 113 microRNA differenzialmente espressi (D) i due fenotipi cellulari a
24h, 45 hanno livelli di espressione maggiori nalléC1 e 68 nell§TC1, mentre
tra i 113 microRNA DE tra le due linee a 48h, 5@ie@spressi maggiormente
nelleaTC1 e 57 nell8TC1 (Figura 26B). 77 di questi microRNA si mantengo
differenzialmente espressi tra le due popolaziefiutari (con lo stesstrend di

espressione) sia a 24h che a 48h.
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DE microRNA a steady state

B DE miRNA
m not DE miRNA

24h e 48h

120

100

80

60

miRNA DE

40

20

24h 48h

B Sottoespressi nelle oTC1 rispetto alle BTC1

m Sovraespressi nelle oTC1 rispetto alle BTCA1

Figura 26 - (A) Percentuale di microRNA differenzidmente espressi tra i due
fenotipi cellulari in condizioni fisiologiche (in entrambi i time point); (B) Numero di
microRNA differenzialmente espressi in maniera spéfica a 24h e a 48h nell@TC1

rispetto alle TCL1.

L'analisi di espressione degli stessi 518 microRNAIrini suaTC1l e 3TC1
trattate concocktail di citochine (IL-B, TNF-0 ed INFy) per 24h e 48h, con
I'utilizzo del metodo ', ha consentito di identificare wsetdi 32 microRNA

differenzialmente espressi (DEirca il 6.18% dei microRNA analizzati) la cui
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espressione varia in almeno time pointin una o in entrambe le linee cellulari
(Tabella 7, Figura 27).

microRNA LN FCQTC124h | LN FCaTC148h | LN FCBTC1 24h | LN FC BTC1 48h
mmu-let-7a* -0.223056024 | -0.774402399 | -0.912703759 | -1.684658829
mmu-miR-107 -0.700930213 | -0.580318849 | -0.873053921 | -1.675348634
mmu-miR-125b-5p 0.869172918
mmu-miR-129-3p | 0.048346294
mmu-miR-141* -0.005537601
mmu-miR-146a
mmu-miR-148a | -0.307602459 | 0.267227906 | -1.244071838 | -1.631400677
mmu-miR-149 -0.39028194 | -0.903720875 | -1.199720584 | -2.000729091
mmu-miR-155 0.830927425 | 0.947804068
mmu-miR-203
mmu-miR-21 0.418516
mmu-miR-216a N/A N/A 2.659725141 | -4.514144349
mmu-miR-216b N/A 0725131331 | -2.020428911 | -3.626781488
mmu-miR-217 N/A N/A -1.715211254 | -3.271984053
mmu-miR-221 N/A N/A -0.168846884 | -1.711264749
mmu-miR-298 -1.106564102 N/A N/A not DE
mmu-miR-31 11251572225 | 0.720945415 | 0.801364596 | 0.679963059
mmu-miR-337-5p N/A -0.414732919 | 0.921505371
mmu-miR-34a 0.700396778 0.290469174 not DE
mmu-miR-367 -5.408024787 N/A 0.584376402 N/A
mmu-miR-378* 0.192227167 | -1.336226261 | -0.561073141 | -0.306550016
mmu-miR-449a 0.90269805 N/A
mmu-miR-449¢ 0.008470557 N/A N/A
mmu-miR-501-3p N/A 0.568345251 | -0.184296788 | -1.143462492
mmu-miR-582-3p | 0.051198537 | -0.569462431 N/A -1.547055409
MmMmu-miR-678 0.276529113 0.635800385 | 0.511332119
MmMu-miR-685 0.160108941 | 0.801679315
mmu-miR-709 0.590536396 0.3034685 0.637393064
mmu-miR-744 0.195381179 | 0.117643972 | 0.415724884
mmu-miR-802 N/A N/A 1.634369961
mmu-miR-877* 0.342167725 not DE 0.446425644
mmu-miR-878-5p | -0.029648764 N/A 11.232433203 | -0.633914057

Tabella 7 - miRNA DE dopo trattamento con ilcocktail di citochine nelle due linee
cellulari e per entrambi i time point. In rosso sono indicati i MiIRNA sovraespressi, in
verde i sottoespressi (FC > 3 0 < 0.33, equivalerad.N FC >+ 1 e LN FC < -1).

76



Risultati

LN FC &TCl Zdh
LN FC aTCl 45h

LN FC bTC1 Z24dh

LN FC bTC1 45h

nmmi-nikR-14d6a
nm-niR-2Z16a
nnn-nik-216b
nmm-niR-217
wm-niR-107
mmn-let-7a*
nmil-niR-149
nmm-nik-148a
mm-wiR-378-5p
mmil-niR-221
mn-niR-552-3p
mmn-niR-502
mm-niR-501-3p
nm-niR-375%
nm-niR-2Z95
mmil-niRk-31
nmn-nik-141%
wml-niR-34da
nm-niR-678
mmi-wmik-125b-5n
mml-niRk-21
wml-niR-155
mm-niR-203
nm-nik-44%9a
mm-niR-129-3p
mmil-miR-337-5p
wm-niR-70%
wm-niR-744
nu-niR-877%
nmi-nik-449c
nn-nik-6355
nml-niR-367

Figura 27 - miRNA DE dopo trattamento con citochine In rosso sono indicati i

mMiRNA sovraespressi, in verde i sottoespressi nelteTC1 24h e 48h e nellTC1
24h e 48h (FC > 3 0 < 0.33, equivalente a LN FC >l+e LN FC < -1).
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Nelle aTC1 durante l'interadime courserisultano differenzialmente espressi 12
MIiRNA. Fra i 6 miRNA attivati nell@TC1 a 24h, 3 risultano sovraespressi (con
valori che vanno da 3 a 17 volte circa) e 3 miRNA&taespressi (con valori che
vanno da 3 a 223 volte). A 48h invece risultanoraespressi 7 miRNA (con
valori che vanno da 3 a 18 volte circa) e uno ssticesso (di circa 3,8 volte). I
mMiR-203 e il miR-146a risultano sovraespressi nell€€1 sia a 24h che a 48h
(Tabella 7 e Figura 28A).

Nelle BTC1 durante l'interdime courseun numero maggiore di miRNA rispetto
alle aTC1 risulta alterato dopo il trattamento: 25 miRN@no differenzialmente
espressi. A 24h mostrano sovraespressione 6 miRNA\alori che vanno da 3 a
9 volte circa) mentre 6 miRNA risultano sottoespréson valori che vanno da 3
a 14 volte). A 48h invece risultano sovraespre2sniRNA (con valori che vanno
da 3 a 19 volte circa) e 11 sottoespressi (conrivele vanno da 3 a 91 volte). |
mMiR-125b-5p, miR-146a, miR-203, miR-449a, miR-685ultano sovraespressi
nelle BTC1 sia a 24h che a 48h, mentre i miR-148a, miR-MiR-216a, miR-
216b, miR-217 sono sottoespressi sia a 24h ché él4bella 7 e Figura 28B).

= let-7a*
— miR-107
= miR-125b-5p
4 — miR-129-3p
= miR-146a
= miR-148a
— miR-149
— miR-155
== miR-203
— miR-21
— miR-216a
= miR-216b
-~ miR-217
— miR-221
miR-337-5p
— miR-449a
— miR-449c¢
miR-501-3p
miR-582-3p
miR-685
miR-709
5 miR-744
miR-802
LN FC BTC124h LN FC BTC1 48h MiR-877*
miR-878-5p

— miR-125b-5p
— miR-141* 5
— miR-146a

,_ﬁ_ — miR-155 1
= | — miR-203

] Z# — miR-21 o
— miR-298

-1

= miR-31
‘/ mi

A
/I

miR-34a
// — miR-367

— miR-378*
miR-678

|

.

S b h b LS o 2w s
.

0

LN FC oTC124h LN FC oTC1 48h

[/

Figura 28 - microRNA differenzialmente espressi né& aTC1 (A) e nelleBTC1 (B)

nell'intero time course.
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Mettendo a confronto le due linee cellulari dopdh 24 trattamento ritroviamo 6
DE miRNA nelleaTC1 e 12 DE miRNA nell@TC1 (Tabella 8).

microRNA

mmu-miR-146a

mmu-miR-155

mmu-miR-203

mmu-miR-298

LN FC aTC1 24h

microRNA

LN FC BTC1 24h

mmu-miR-125b-5p

mmu-miR-146a

mmu-miR-148a

-1.244071838

-1.106564102

mmu-miR-149

-1.199720584

mmu-miR-31

-1.251572225

mmu-miR-203

mmu-miR-367

-5.408024787

mmu-miR-216a

-2.659725141

mmu-miR-216b

-2.020428911

mmu-miR-217

-1.715211254

mmu-miR-449a

mmu-miR-449c

mmu-miR-685

mmu-miR-878-5p

-1.232433203

Tabella 8 - miRNA DE in aTC1 e BTC1 dopo 24h di trattamento. In neretto i

miRNA DE comuni alle a e allep cellule.

Il setdi DE miRNA a 24h risulta differente nelle duedencellulari, ad eccezione
di miR-203 e miR-146a, che sono sovraespressigdiaaTC1 che nell§§TC1.
Dopo 48h di trattamento il numero di DE miRNA aun@em entrambe le linee
cellulari: risultano differenzialmente espressi BRMA nelle aTC1 e 23 miRNA
nelleBTC1 (Tabella 9).

microRNA

mmu-miR-125b-5p

mmu-miR-141*

mmu-miR-146a

mmu-miR-203

mmu-miR-21

LN FC aTC1 48h

microRNA

LN FC BTC1 48h

mmu-let-7a*

-1.684658829

mmu-miR-107

-1.675348634

mmu-miR-125b-5p

mmu-miR-129-3p

mmu-miR-34a

mmu-miR-146a

mmu-miR-148a

-1.631400677

mmu-miR-378*

-1.336226261

mmu-miR-678

mmu-miR-149

-2.000729091

mmu-miR-155

mmu-miR-203

mmu-miR-21
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mmu-miR-216a -4.514144349
mmu-miR-216b -3.626781488
mmu-miR-217 -3.271984053
mmu-miR-221 -1.711264749
mmu-miR-337-5p -
mmu-miR-449a

mmu-miR-501-3p -1.143462492
mmu-miR-582-3p -1.547055409
mmu-miR-685 2.338564449
mmu-miR-709

mmu-miR-744

mmu-miR-802
mmu-miR-877*

Tabella 9 - miRNA DE in aTC1 e BTC1 dopo 48h di trattamento. In neretto i

miRNA DE comuni alle a e allef cellule.

Anche in questo caso flet di miRNA differenzialmente espressi a 48h risulta
differente nelle due linee cellulari, ad eccezidneniR-125b-5p, miR-146a, miR-
203 e miR-21 che sono sovraespressi sia ndlel che nell8TC1.

Confrontando invece le due linee cellulari neldirdtime coursenotiamo che 7
mMiRNA sono alterati in maniera specifica nedi€C1, 20 nelleBTC1, e 5 sono
comuni ai due fenotipi cellulari (Figura 29A).

I miR-146a e miR-203 risultano sovraespressi imagnbe le linee cellulari sia a
24h che a 48h; in particolare per il miR-146a lova di espressione aumenta da
17 a 18 volte circa passando dalle 24h alle 48le ndIC1 e da 8 a 18 volte circa
passando dalle 24h alle 48h n8lEC1, mentre per il miR-203 tale valore passa
da 5 a 7 volte circa passando dalle 24h alle 48k 0&C1 e da 3 a 4 volte circa
dalle 24h alle 48h nell@TC1 (Tabella 7 e Figura 29B).
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oTC1 (24h e 48h)

BTC1 (24h e 48h)
oTC1 48h

let-7a*
miR-107

miR-129-3p
miR-148a
miR-149
miR-216a
i - miR-216b
LR miR-125b-5p 1 iR217
miR-298 mil
miR-31 miR-146a T miR-221 miR-146a 1
miR-34a y miR-337-5p -
IRS257 MR miRassa miR-203 1
miR-378* miR-203 miR-449¢
miR-678 miR-21 T miR-501-3p
miR-582-3p

miR-685
miR-709
miR-744
miR-802

1 Increased expression

Figura 29 - (A) miRNA DE specifici o comuni alleaTC1 e alleBTCL1 (alle 24h e alle
48h); (B) miRNA alterati in entrambi i fenotipi cellulari e in entrambi i time point.

Abbiamo stilato una “classifica” dei miRNA maggicente disregolati in senso di
sovra- e di sottoespressione per ogni linea cedudile 24h e 48h. Dove possibile
abbiamo preso in considerazione i “Top 5" miRNA coraggiori livelli di
sovraespressione e di sottoespressione (nel cdsamd€1 a 24h solo 3 miRNA
sono sovraespressi e 3 sottoespressi, mentre medd a 48h solo un miRNA
risulta sottoespresso). Il miR-146a é risultatmitroRNA con maggiori livelli di
sovraespressione in entrambe le linee cellulam entrambi ttime point(Tabelle
10 e 11).

miRNA maggiormente alterati nelle
aTC1 24h

miRNA maggiormente alterati nelle
aTC148h

Media LN FC
trattato/controllo
rispetto ai tre
endogeni

microRNA

Media LN FC
trattato/controllo
rispetto ai tre
endogeni

microRNA

mmu-miR-146a

mmu-miR-146a

mmu-miR-203

mmu-miR-203

mmu-miR-155

mmu-miR-125b-5p

-5.408024787

mmu-miR-367

mmu-miR-34a

-1.251572225

mmu-miR-31

mmu-miR-141*

mmu-miR-298 -1.106564102

-1.336226261

mmu-miR-378*
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Tabella 10 - Top 5 miRNA con i maggiori livelli di sovraespressione e di

sottoespressione per l@TC1 a 24h e a 48h (in neretto il MIRNA con il livdb di

espressione maggiormente alterato).

miRNA maggiormente alterati nelle
BTC1 24h

miRNA maggiormente alterati nelle
BTC1 48h

Media LN FC
trattato/controllo
rispetto ai tre
endogeni

microRNA

mmu-miR-146a

mmu-miR-685
mmu-miR-125b-5p

mmu-miR-449a

mmu-miR-449c¢

mmu-miR-216a -2.659725141

Media LN FC
trattato/controllo
rispetto ai tre
endogeni

microRNA

mmu-miR-146a

mmu-miR-685

mmu-miR-155

mmu-miR-203

mmu-miR-449a

mmu-miR-216a -4.514144349

mmu-miR-216b -2.020428911

mmu-miR-216b -3.626781488

mmu-miR-217 -1.715211254

mmu-miR-217 -3.271984053

mmu-miR-148a -1.244071838

mmu-miR-149 -2.000729091

mmu-miR-878-5p -1.232433203

mmu-miR-221 -1.711264749

Tabella 11 - Top 5 miRNA con i maggiori livelli di sovraespressione e di

sottoespressione per ITC1 a 24h e a 48h (in neretto il mMIRNA con il livdb di

espressione maggiormente alterato).

Abbiamo messo a confronto i microRNA che variananianiera significativa in

condizioni fisiologiche tra le due linee celluladon quelli alterati dopo

trattamento per ogni fenotipo cellulare e per agngolotime point

Per leaTC1 a 24h quattro miRNA risultano variare siataady statgnelle a

rispetto allef3 cellule) che dopo trattamento con citochine (naftati rispetto ai

controlli). I miR-203, miR-298 e miR-367 mostranndamento di espressione

opposto in condizioni normali e dopo esposizioréachine (Tabella 12).

microRNA

Valori di espressione (LN
FC) a steady state a 24h
(aTC1 rispetto alle fTC1)

mmu-miR-203

-2.637299389
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mmu-miR-298 -1.106564102
mmu-miR-31 -6.130439559 -1.251572225
mmu-miR-367 -5.408024787

Tabella 12 - miRNA la cui espressione risulta varie sia a steady state (nelle a
rispetto alle B cellule) che dopo trattamento con citochine (nell@TC1 trattate

rispetto al controllo) nel time point a 24h.

Le aTC1 a 48h mostrano cinque miRNA che variano sséeady statehe dopo
trattamento. | miR-125b-5p e miR-203 hanno livdlliespressione antitetici nella

stessa linea cellulare prima e dopo trattamentbdlla13).

Valori di espressione (LN
FC) a steady state a 48h
(aTC1 rispetto alle
BTC1)

-2.989485493

-2.227494588

-2.257805586

Valori di espressione (LN
FC) dopo trattamento a
48h aTC1

microRNA

mmu-miR-125b-5p

mmu-miR-146a

mmu-miR-203

mmu-miR-21

mmu-miR-378*

-1.336226261

Tabella 13 - miRNA la cui espressione risulta varie sia a steady state (nelle a
rispetto alle B cellule) che dopo trattamento con citochine (nell@TC1 trattate

rispetto al controllo) neltime point a 48h.

Per leTC1 a 24h otto miRNA risultano alteratisteady staténelle a rispetto
alle B cellule) e dopo trattamento. | miR-216a, miR-21BIR-217 e MmiR-878-5p
mostrano untrend di espressione opposto in condizioni fisiologichedopo

esposizione a citochine (Tabella 14).

Valori di espressione (LN . .
FC) a steady state a 24h Valori di espressione
microRNA . (LN FC) dopo
(aTCL rispetto alle trattamento a 24h 3TC1
BTC1)
mmu-miR-125b-5p -2.233735931
mmu-miR-203 -2.637299389
mmu-miR-216a -6.157703463 -2.659725141
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mmu-miR-216b -12.69315013 -2.020428911
mmu-miR-217 -7.234905822 -1.715211254
mmu-miR-449a -5.57161841
mmu-miR-685 -1.767379923
mmu-miR-878-5p -2.525614317 -1.232433203

Tabella 14 - miRNA la cui espressione risulta varie sia a steady state (nelle a
rispetto alle B cellule) che dopo trattamento con citochine (nellTC1 trattate

rispetto al controllo) nel time point a 24h.

Infine le BTC1 a 48h mostrano dodici miRNA che variano s&temady statehe
dopo esposizione a citochine. | miR-146a, miR-2iR-4@16a, miR-216b, miR-
217, miR-221 e miR-802 hanno livelli di espressiaméitetici nella stessa linea

cellulare prima e dopo trattamento (Tabella 15).

Valori di espressione (LN | Valori di espressione (LN
microRNA FC) a steady state a 48h | FC) dopo trattamento a
(aTC1 rispetto alle fTC1) 48h f3TC1

mmu-miR-125b-5p -2.989485493
-2.509715008

-2.227494588

mmu-miR-129-3p

mmu-miR-146a

mmu-miR-203

mmu-miR-21

mmu-miR-216a -12.24114307 -4.514144349
mmu-miR-216b -6.040097629 -3.626781488
mmu-miR-217 -11.53798372 -3.271984053
mmu-miR-221 -11.35513565 -1.711264749
mmu-miR-449a -4.584985883

mmu-miR-685 -1.763491122

mmu-miR-802 -5.00496376 -1.182036479

Tabella 15 - miRNA la cui espressione risulta varie sia a steady state (nelle a
rispetto alle B cellule) che dopo trattamento con citochine (nell@TC1 trattate

rispetto al controllo) nel time point a 48h.
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I 18% dei nostri DE miRNA (let-7a*, mir-125b-5p,iRr141*, mir-149, mir-34a,
mir-449a, mir-449c¢, mir-582-3p, mir-877*) risultecadere in regioni genomiche

candidate per il coinvolgimento nel Diabete di tiho

Targets dei microRNA e analisi dellenetworks

Abbiamo ricercato tramite analisi computazionatargetspredetti e validati dei
32 DE miRNA attraverso tools miRecords e Tarbase, identificando un totale di
circa 540targets

Abbiamo costruito quattraetworksa partire dai DE miRNA risultati variare in
maniera specifica in ognuna delle due linee ceillula ogni time point dopo
trattamento con citochine, dairgetsvalidati e predetti, e dai loro primi interattori
(vedi Materiali e Metodi).

La networkdelle aTC1 a 24h consiste di 831 nodi (6 miRNA e 825 pnatg
quella delleaTC1 a 48h presenta 700 nodi (8 miRNA e 692 projeimentre
quelle delleBTC1 a 24h e dell@TC1 a 48h consistono rispettivamente di 1069
(12 miRNA e 1057 proteine) e 1427 nodi (20 miRNA4®7 proteine).

Abbiamo poi determinato le GO (Gene Ontology) stetamente sovra-
rappresentate nelle quatimetworks(hypergeometric tesBenjamini & Hochberg
False Discovery Rate (FDR) correctiof<0.05); tale analisi ha evidenziato che
non ci sono significative differenze tra entrambifenotipi cellulari dopo
trattamento con citochine pro-inflammatorie.

Abbiamo analizzato Ipathwayspotenzialmente alterate netddC1 eTC1, ma
anche in questo caso i nostri risultati non hanwstrato differenze significative
tra le due popolazioni cellulari.

Per ognuna delle due linee cellulari e per ofyme pointabbiamo preso in
considerazione i microRNA DE ed abbiamo effettuatoconfronto tra targets
predetti e validati ottenuti e Bet di geni di seconda classe del Macchinario
Apoptotico (MA) risultati candidati per il Diabet® un lavoro recentemente
completato dal nostro gruppo di ricerca [Barbagé@llet al, in preparazione]
(Tabella 16).
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Candidate Candidate
gene Function PubMed IDs Function PubMed IDs
name gene name
185 pNa | Markerofeell 1530007 Nfkb1 Pro 18481952
growth
Atf3 Pro 18057093 Nfkb2 Pro 18481952
Bbc3 Pro 17896961 Nfkbia Anti 18481952
Bcl2 Anti 18313386 Nod1 Pro 10224040
Bcl2111 Pro 15452118 Nos2 Pro 18217711
Bcl3 Anti 16732314 Rela Pro 18481952
Bid Pro 11375329 Relb Pro 18481952
Birc3 Anti 19343319 Statl Pro 17620422
Bnip3 Pro 18092960 Stat3 Anti 12949733
Casp12 Pro 12031969 Tnfaip3 Anti 16936197
Cebpa Pro 19168033 Tnfrsf10b Pro 115;11773;?;%’
Ddit3 Pro 18776938 lkbkg Anti 15528996
Dffb Pro 18178165 Traf4 Pro 12788948
Fas Pro 19239902 Nfkbib Anti 18481952
Jak3 Pro 18793127 Gadd45b Anti 116;56122712’
Map3k14 Pro 15084608 Casp8 Pro 17563067
Mdm2 Pro 18802403

Tabella 16 - Geni pro- e antiapoptotici MA candidat per il Diabete [Barbagallo Det

al., in preparazione].

Abbiamo ottenuto umarget MA per quanto riguarda leTC1 a 24h (Traf3), uno
per leaTC1 a 48h (Stat3), due per B3C1 a 24h (Stat3 e Bbc3) e uno per le
BTC1 a 48h (Stat3) come mostrato nelle tabelle 8719, 20.

Geni MA candidati per il targets LN FC
microRNA Diabete risultati essere targets | aTC1 24h dopo

dei DE miRNA nelle aTC1 a 24h trattamento
mmu-miR-155 nessun target MA
mmu-miR-203 nessun target MA
mmu-miR-298 nessun target MA
mmu-miR-31 nessun target MA

mmu-miR-367 Traf3 0.386703

mmu-miR-146a nessun target MA
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Tabella 17 - Geni MA candidati per il Diabete risutati esseretargets dei DE miRNA

nelleaTC1 a 24h.

microRNA

Geni MA candidati per il
Diabete risultati essere targets
dei DE miRNA nelle aTC1 a 48h

targets LN FC
aTC1 48h dopo
trattamento

mmu-miR-125b-5p

Stat3

mmu-miR-141*

nessun target MA

mmu-miR-146a

nessun target MA

mmu-miR-203

nessun target MA

mmu-miR-21

Stat3

mmu-miR-34a

nessun target MA

mmu-miR-678

nessun target MA

mmu-miR-378*

nessun target MA

Geni MA candidati per il

targets LN FC

microRNA Diabete risultati essere targets | [3TC1 24h dopo
dei DE miRNA nelle BTC1 a 24h trattamento
mmu-miR-125b-5p Stat3 _
mmu-miR-146a nessun target MA
mmu-miR-148a Bbc3 0.94838315

mmu-miR-149

nessun target MA

mmu-miR-203

nessun target MA

mmu-miR-216a

nessun target MA

mmu-miR-216b

nessun target MA

mmu-miR-217

nessun target MA

mmu-miR-449a

nessun target MA

mmu-miR-449c

nessun target MA

mmu-miR-685

nessun target MA

mmu-miR-878-5p

nessun target MA

Tabella 18 - Geni MA candidati per il Diabete risutati esseretargets dei DE miRNA
nelleaTC1 a 48h.

Tabella 19 - Geni MA candidati per il Diabete risutati esseretargets dei DE miRNA

nelleTC1 a 24h.
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microRNA

Geni MA candidati per il Diabete
risultati essere targets dei DE
miRNA nelle BTC1 a 48h

targets LN FC
[BTC1 48h dopo
trattamento

mmu-let-7a*

nessun target MA

mmu-miR-107

nessun target MA

mmu-miR-125b-5p

Stat3

mmu-miR-129-3p

nessun target MA

mmu-miR-146a

nessun target MA

mmu-miR-148a

Bbc3

mmu-miR-149

nessun target MA

mmu-miR-155

nessun target MA

mmu-miR-203

nessun target MA

mmu-miR-21

Stat3

mmu-miR-216a

nessun target MA

mmu-miR-216b

nessun target MA

mmu-miR-217

nessun target MA

mmu-miR-221

nessun target MA

mmu-miR-337-5p

nessun target MA

mmu-miR-449a

nessun target MA

mmu-miR-501-3p

nessun target MA

mmu-miR-582-3p

nessun target MA

mmu-miR-685

nessun target MA

mmu-miR-709

nessun target MA

mmu-miR-744

nessun target MA

mmu-miR-802

nessun target MA

mmu-miR-877*

nessun target MA

Tabella 20 - Geni MA candidati per il Diabete risutati esseretargets dei DE miRNA
nelleTC1 a 48h.

Stat3, il cui prodotto € una proteina con funziamgi-apoptotica, risulta, in base
ai dati ottenuti nel nostro precedente lavoro, sespresso come trascritto in
entrambe le linee cellulari e nell’intetine courseLa forma non fosforilata della
proteina codificata da Stat3 presenta livelli dipressione normali dopo
trattamento con citochine rispetto ai controlli, mire la sua forma attiva
(fosforilata in Tyr705) mostra sottoespressiondenBlfC1l a 24h e a 48h, al
contrario delleaTC1 (sia a 24h che a 48h) in cui presenta livellespressione

normali (Tabella 21).
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p-STAT3 protein fold change
Time point (post treatment)
OTC1 24h 1.02
aTC1 48h 2.15
BTC1 24h 0.07 down
[3TC1 48h 0.03 down

Tabella 21 - Esperimenti di Western blot su p-STAT3n linee aTC1 e 3TC1 dopo

24h e 48h ore di trattamento con citochine [Barbadk D et al., in preparazione].
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Discussione

Per le loro caratteristiche i microRNA sono molecabtevolmente promettenti
per lo studio delle basi molecolari delle malattjenetiche, la diagnosi, la
prognosi, il disegno di terapie mirate. Essi svaolgdunzioni critiche nelle
networks cellulari nelle quali occupano posizioni gerarelmente elevate: di
conseguenza, € logico ipotizzare che possano essienmlti nella patogenesi di
una patologia sistemica come il Diabete Mellito.

Nonostante un’estesa bibliografia, & evidente ehlealsi molecolari del DM non
sono state fino ad ora sufficientemente studialigedlo di sistema. Varie linee
cellulari 3 pancreatiche murine sono state utilizzate petudis dei cambiamenti
fenotipici e molecolari nelle cellul®@ dopo esposizione a citochine [115, 182]
mentre, al contrario, € ancora insufficiente laattarizzazione della risposta
cellulare allo stimolo apoptotico.

Nellambito di questo progetto abbiamo analizzatouolo dei microRNA nella
patogenesi di questa malattia, utilizzando tecnelagplecolariHigh Throughput
per caratterizzare il profilo biomolecolare del@dlgle a e 3 pancreatiche.

In particolare abbiamo identificato wsetdi miRNA differenzialmente espressi
nelle due linee cellulari murireeTC1 eBTC1,; le cellule sono state analizzate sia a
steady stateche dopo induzione di apoptosi con cwcktail di citochine pro-
inflammatorie, per urtime coursedi 48h, per mimare lo stress immunologico:
secondo un consenso generale, questo costituigceamponente patogenetica
importante di entrambe le forme piu frequenti daltiste.

Le nostre analisi ci hanno permesso di verificane € due fenotipi cellulari
maggiormente rappresentati nel pancreas hanno afilopdi espressione di
miRNA differente gia in condizioni fisiologiche: i22% circa dei miRNA
analizzati nel nostro studio presenta livelli doessione diversi tra I@TC1 e le
BTCL1.

L’esposizione prolungata e ad alte concentrazi@liedinee cellulari murine di
glucagonoma(aTC1) e di insulinoma(BTC1) al cocktail di citochine induce

marcati cambiamenti nell’espressione dei microRNgpetto a quanto avviene

90



Discussione

nelle stesse cellule in condizioni non perturbatéemisura maggiore nel[@TC1
piuttosto che nelle@TC1 (25 miRNA sono differenzialmente espressi nglle
cellule, mentre 12 miRNA risultano differenzialmenéspressi neller cellule
dopo trattamento, durante I'intetilme coursg (vedi Figura 28).

Alcuni dei miRNA analizzati sono gia noti essertvati in 3 cellule pancreatiche
stimolate con citochine (ad esempio miR-146a, miRe2niR-34a sono coinvolti
nel processo di secrezione insulinica n@lleellule e nella loro proliferazione e
apoptosi) [172 ci sono dungue serviti come controlli positivr perificare che

il nostro sistema trovasse riscontro, almeno intepanei dati presenti in
letteratura.

La costante disregolazione che presentano alcuRNdia 24h e 48h nelle due
linee cellulari (miR-125b-5p, miR-146a, miR-148ajR1149, miR-203, miR-
216a, miR-216b, miR-217, miR-449a e miR-685) suiggerche possano avere
un importante ruolo nella cascata di segnali seaitedalle citochine.

Fatte alcune eccezioni (miR-125b-5p, miR-155, mi@d e miR-203) non sono
state riscontrate sovrapposizioni tra le due linémduzione di un miRNA sia
nelleaTC1 che nell3TC1 potrebbe rappresentare un meccanismo fisiaogjic
risposta all’azione delle citochine comune fra dienotipi cellulari che
condividono la stessa origirendodermica.

I miR-146a (insieme al miR-203) risulta sovraesge in entrambi i fenotipi
cellulari e in ambeduetime pointdopo trattamento e rappresenta il miRNA la cui
espressione risulta maggiormente perturbata (mslosdi una sovraespressione) a
seguito dello stress citochino-mediato.

La sua induzione, come mostrato recentemente sel dacellule pancreatiche
produttrici di insulina (oltre che in altri sistengellulari), € controllata dalla
pathway di NFkB. Sono presenti diversi siti di legame per tal¢tofe di
trascrizione nel promotore del miR-146a [172, 188)n € noto se anche nel caso
del fenotipoa cellulareNFKB sia responsabile dell’attivazione di tale miRNA.
NFkB € un fattore di trascrizione coinvolto nella distione dellef3 cellule
mediata dalle citochine e nello sviluppo del Dighda sovraespressione di un

super-repressore di KB protegge le3 cellule dall'apoptosi indotta dalle

citochine[182,185]. Nelle linee cellularia TC1 eBTCL1 trattate con citochine per
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24h e 48h si evidenzia una generale attivazionsFkB [Barbagalloet al, in
preparazione]. Il blocco del miR-146a aumenta taessone di insulina stimolata
dal glucosio in cellule trattate con Il3E protegge parzialmente le cellule
dall'apoptosi. Cio indica che parte degli effetiguitanti dall’attivazione della
pathwaydi NFkB nelle 3 cellule puo essere mediata dall'induzione del mféa
[172].

Una sostenuta attivazione di KEE- ha effetti negativi per I@ cellule, mentre al
contrario una sua moderata induzione € richiestaupa corretta secrezione di
insulina e per la sopravvivenfacellulare [164, 186]. Il miR-146a regolerebbe
I'attivita di numerosi messaggesrgetstra cui IRAK-1 (nterleuchin-1 Receptor-
Associated Kinase)le TRAF 6 Tumor Necrosis Factor Receptor-Associated
Factor 6, due componenti chiave dabnallingdelle citochine pro-infiammatorie
IL-13 e TNFx [172]. Una moderata induzione di tale miRNA puo contribuar
modulare la risposta delle cellule a queste dwekibhe (si ipotizza un’azione di
feedbacknegativo operata dal miR-146a suflathwayinfiammatoria [183]); al
contrario una sua forte e prolungata attivazion@ fsultare nella repressione di
ulteriori targets, con un impatto deleterio sulla secrezione di insule la
sopravvivenza dell cellule.

I meccanismi molecolari che stanno alla base detrituto del miR-146a agli
effetti deleteri delle citochine sull@ cellule rimangono comunque ancora
sconosciuti.

Un altro microRNA interessante in base alle nostnalisi € il miR-203, che
risulta sovraespresso in entrambi i fenotipi calulper I'interotime course
secondo dati di letteratura tale miRNA sembrerelelssere coinvolto nella
risposta immunitaria ed essere associato a malatisanmatorie come psoriasi e
eczema atopico [187]. E stato sperimentalmente stimim essere un regolatore
negativo dell’'espressione di SOCSSuppressor Of Cytokines Signaling-3
appartenente ad una famiglia di proteine intratailuche controllano,
inattivandolo, il signalling delle citochine, e inibitore dellpathwaydi STAT3
(Signal Transducers and Activators of Transcriptipn3ndotta da citochine

inflammatorie, come IL-6 o IFN
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E stato mostrato che SOCS1 e SOCS3, che sonoendmt-N, IL1-f e TNFa,
inibiscono a loro volta ilsignalling indotto da IFN intervenendo sulla
fosforilazione JAK-mediata e dimerizzazione di STAdecessaria per la sua
traslocazione al nucleo e la sua attivazione [188].

L’espressione di SOCS3 in linee cellul@i pancreatiche reprime l'apoptosi
indotta da TNE, sola o in combinazione con IBf189].

L'inibizione di SOCS-3 conduce ad una sostenutavegtione di STAT3 in
risposta all'lL-6 e ad altre citochine inflammaw{iL90].

L’attivita delle proteine STAT e regolata negativamte da diversi meccanismi
tra i quali la desforilazione del “residuo criticdl’ tirosina da parte di una tirosina
fosfatasi [191]Ja degradazione mediata dal sistema ubiquitinaepsama [192]
e l'azione di due famiglie di regolatori negativelid pathway JaK/STAT: la
famiglia SOCS $uppressor Of Cytokine Signal)ng la famiglia PIAS Rrotein
Inhibitors of Activated STAT)Le proteine SOCS in particolare modulano la
pathway di JaK/STAT a livello di JaK, mentre le protein&IRS sembrano
regolare direttamente I'attivita di STAT.

Il ruolo principale di STAT3 e quello di trasduodel segnale e fattore di
trascrizione nella risposta cellulare alle citoeh@ai fattori di crescita. A seguito
della sua attivazione (fosforilazione in Tyr705)deoteina STAT3 dimerizza e
trasloca nel nucleo dove attiva particolari genineolti nella progressione del
ciclo cellulare dalla fase G1 alla fase S come Eyglin-D, CDC25A, c-Myc o
Pim1 e geni anti-apoptotici come Bcl-2 e Bcl-xL §19

Per il suo ruolo chiave in eventi biologici come $viluppo embrionale,
I'apoptosi, 'organogenesi, I'immunita innata e #dava, I'inflammazione e la
proliferazione cellulare di numerosi organismi, SBASi propone come un
determinante fondamentale nell'insorgenza di nusenmalattie. E noto come
importante segnale di sopravvivenza n@lleellule pancreatiche, mediando gli
effetti positivi sulla proliferazione cellulare dari fattori di crescita e citochine
che includono il fattore di crescita degli epatofi94], la beta cellulina e LIF
(Leukaemia Inhibiting Factr E stato di recente dimostrato che la sua aitivaz
protegge lef cellule della linea pancreatica NIT-1 dall’apoptasdotta dal

trattamento con citochine e riduce I'incidenzal@elbete in topi NOD [195].
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La soppressione di SOCS-3 operata dagli alti livedl miR-203 osservati nel
nostro studio puod teoricamente essere alla badealegati livelli di espressione
del trascritto di STAT3 che abbiamo osservato reell€l e nelleBTC1, dopo
24h e 48h di trattamento con citochine [Barbagatoal, in preparazione].
Esperimenti di Western blot condotti nello stesseoto hanno mostrato che i
livelli della proteina STAT3 (non fosforilata) sommrmali in entrambi i fenotipi
cellulari nei trattati rispetto ai controlli, al swario della forma attiva (fosforilata)
che si presenta sottoespressa specificamente fedellule, nell'interotime
course Cio potrebbe in parte spiegare la maggiore teralehe si osserva nelle
cellule B pancreatiche ad andare incontro ad apoptosi ts@dle cellulea.
Inoltre I'intersezione dei dati ottenuti dalle asalbi trascrittoma e proteoma dei
geni core del Macchinario Apoptotico (MA) candidati per ilidbete nel lavoro
precedentemente citato del nostro gruppo di ricdiarbagallo et al, in
preparazione] con i dati di espressione dei micrARNrivanti dal nostro studio,
propone i miR-125b-5p e mMiR-21 come regolatori tiggadi STAT3. In
particolare, entrambi i miRNA neiime pointa 24h mostrano un livello di
espressione maggiore nel fenotfpaellulare piuttosto che nelke cellule. Nelle
aTC1 a 24h entrambi i microRNA sono poco espresspétto alleBTC1) quindi
STATS3 tende ad aumentare i livelli del suo traseriNelle TC1 sia il miR-21
che il miR-125b-5p sono invece maggiormente esprassostante come detto
precedentemente, i livelli di trascritto di STAT@&® elevati, la proteina attiva
risulta sottoespressa. Non vi sono finora dati imsgesso della comunita
scientifica che possano supportare un ruolo deiNAiRhella regolazione dei
livelli di proteine fosforilate. Ci0 suggerisce clf@azione regolatoria di tali
MIiRNA su STAT3 possa esplicarsi attraverso mecaaniadiretti non ancora
noti.

In base a quanto riportato, il miR-125-5p potrelelssere da prioritizzare come
mMiRNA candidato per il Diabete dato che ha tra disuRNA targets STAT3,
bersaglio anche del miR-21 che e gia noto in latiea essere coinvolto nella
patogenesi del Diabete [172,196].

Tra i nostri DE miRNA il miR-148a ha tra i sudargetspredetti BBC3 (BCL2

binding componer), risultato candidato per il Diabete in basdaii ottenuti nel
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lavoro del nostro gruppo di ricerca a cui abbiamubof riferimento [Barbagallet
al., in preparazione]. Come evidenziato da Gurzval recentemente, le
citochine pro-inflammatorie ILf1 e IFNy inducono I'espressione di BBC3 nefle
cellule. Tale attivazione trascrizionale, regoldt|aNB e da stress del reticolo
endoplasmatico, porta alla traslocazione mitoca@helrdi Bax, al rilascio del
citocromo c, all'attivazione della caspasi 3 e atlarte cellulare. La proteina
antiapoptotica Bcl-XL, localizzata a livello dei tmcondri nelle 3 cellule
antagonizza, in condizioni fisiologiche, I'azioneBBC3. Nel caso di esposizione
a citochine Bcl-XL viene inattivata, dando luogonerte cellulare indotta da
BBC3 [197]. Dai nostri esperimenti il miR-148a risulta espresgsmalmente
nelle aTC1, ma sottoespresso nep@C1l. Il suo bersaglio, BBC3, nello stesso
sistema cellulare risulta espresso a livelli norr@me trascritto, nel fenotipo
cellulare, ma sovraespresso nfleC1 a 48h [Barbagallet al, in preparazione].
Se tale sottoespressione venisse confermata anoredl@ proteico, I'azione del
miR-148a potrebbe contribuire alla differente seilith delle a e B cellule
pancreatiche alla morte per apoptosi.

La nostra attenzione si € rivolta in modo partielai miRNA che presentano
un’'importante alterazione dell’espressione in unaed rispetto all’altra,
considerando anche il confronto tra i due fenotgilulari a steady state
maggiore importanza é stata data ai microRNA chestraeano variazione di
espressione di segno opposto nelle due linee arllibpo trattamento, e livelli di
espressione opposti nella stessa linea cellulaimape dopo I'esposizione a
citochine. Da questo punto di vista miR-216a, mit2e miR-217 rappresentano
microRNA particolarmente interessanti sui quali fewghare [lattenzione e
svolgere esperimenti di genomica funzionale ai tniverificare un possibile
coinvolgimento nel Diabete Mellito (in letteratureon € attualmente riportata
alcuna correlazione tra questi miRNA e la malattia)

Tali microRNA sia alle 24h che alle 48h in condrgidisiologiche sono espressi
in maniera specifica nelle cellulgé (non si esprimono nelle cellule). Dopo
trattamento con citochine, nelte cellule la loro espressione continua ad essere
assente, sia alle 24h che alle 48h, mentre ndlldec@ i loro livelli di espressione

si abbassano notevolmente rispetto ai controlhi)'peero time course
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E possibile ipotizzare che l'alterazione della lespressione dopo esposizione a
citochine comporti a sua volta variazioni nei liveli espressione di geni che
potrebbero influire sulla risposta delle cell@lall'inflammazione o all’apoptosi.

La stretta associazione che intercorre tra i mittARe lo sviluppo di diverse
malattie, tra cui il Diabete, getta le basi perefali queste piccole molecole
regolatorie interessantiargets terapeutici. | meccanismi che controllano la
biogenesi dei microRNA sono oggi relativamente khied € cresciuta la
possibilita di sviluppare approcci sperimentali perdularne la maturazione.

La loro individuazione nel siero e la variazionei dero livelli durante
I'evoluzione delle malattie suggeriscono che essispno essere utilizzati per la
diagnosi non invasiva [173]: la disponibilita dittesie di microRNA, ben
caratterizzati dal punto di vista molecolare, sar@ente associati alle patologie di
interesse, presenti nel siero dei pazienti, dowelpbodificare le modalita
operative della Medicina e le prospettive di susoegslelle sue attivita

fondamentali: diagnosi, terapia, prognosi.
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Conclusioni

L'importanza critica delle funzioni di regolazioraei microRNA nell’ambito
delle networkscellulari rende notevolmente credibile l'ipotesieci geni che li
codificano siano genimaster in processi importanti quali proliferazione,
metabolismo e differenziamento: di conseguenzdiagnante probabile che tali
RNA non codificanti siano coinvolti anche nella gendi patologie sistemiche
degenerative o neoplastiche.

Il nostro studio si € posto I'obiettivo di identéire unset di microRNA che
possano far comprendere meglio le basi molecokdla degolazione dell'attivita
dei Macchinari responsabili della morte delle delltie della proliferazione delle
cellule a in risposta allo stesso stimolo inflammatorio. Adsbo a tale scopo
sfruttato un sistema modello che mima gli everfiammatori occorrentin vivo
in pazienti diabetici.

Tali dati hanno per la prima volta descritto I'assemolecolare dei microRNA
nelle a cellule pancreatiche dopo loro stimolazione concacktail di citochine
pro-infiammatorie (TNE, IFNy e IL-1B8), oltre che gettare le basi per una
migliore comprensione dei meccanismi molecolarpoesabili della morte delle
B cellule.

Prospettiva futura di questo lavoro sara l'identifiione delle alterazioni delle
pathwayse dellenetworkscoinvolte (ricostruite mediante analisi computaaid
avanzate) dopo trattamento delle cellulevitro, oltre che la validazione dei piu
credibili tra i microRNA candidati mediante tragfeze di anti- oppure di pre-
microRNA per determinarne il silenziamento oppua#ilzazione funzionale.
Interessante ed innovativa sara anche la comprensdelle dinamiche di
cambiamento del proteoma delle due linee cellalaeguito della modulazione di
espressione dei microRNA prioritizzati, allo scopioassegnare un significato
funzionale ai microRNA e ai moduli funzionali deletworks di cui sono parte
integrante.

Uno dei nostri obiettivi a lungo termine e l'idditazione di specifici genotipi

associati alle varie forme di Diabete. Questi gatimetteranno di superare i limiti
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evidenti dell'attuale classificazione, basata sadtipo clinico, e di utilizzare le
conoscenze sul rapporto genotipo-fenotipo per disegg mediante tecniche di
FarmacoGenomica appropriate strategie terapeutiche.

L’identificazione di specifici microRNA nel siera gazienti, affetti da patologie
guali Diabete Mellito, Malattia di Alzheimer, Cancma del colon e del retto, e la
dimostrazione che il loro livello ematico varia @@ncomitanza con I'evolversi
della malattia suggeriscono fortemente che quesleanle siano potenzialmente
dei biomarcatori ideali per la diagnosi avanzagaptognosi ed il disegno di
interventi terapeutici innovativi. Come detto inepedenza, € quindi facile
ipotizzare che la disponibilitd di batterie di n@BNA (ben caratterizzati dal
punto di vista molecolare, strettamente associti @atologie di interesse, e
presenti nel siero dei pazienti) possa modificaraniodo radicale le modalita

operative e le prospettive di successo nell’amibétita Medicina clinica.
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