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Sommario

2

Il diabete mellito di tipo 2 (DMT2) ¢ una malattia metabolica cronica eterogenea in costante aumento. In questa rassegna,
al fine di identificare un gruppo di microRNA (miRNA) con potenziale applicazione in clinica come biomarcatori per la
diagnosi, prognosi e selezione di terapie personalizzate per i pazienti con DMT?2, abbiamo effettuato una ricerca sistematica
di letteratura, identificando e selezionando 10 miRNA (miR-126-3p, miR-223-3p, miR-21-5p, miR-15a-5p, miR-24-3p, miR-
34a-5p, miR-146a-5p, miR-148a-3p, miR-30d-5p e miR-30c-5p).

Parole chiave Diabete Mellito di tipo 2 - microRNA circolanti - Biomarcatori - Biopsia liquida - Multi-omica

Medicina di precisione e diabete mellito di
tipo 2: nuovi approcci analitici

11 diabete mellito di tipo 2 (DMT?2) & la forma piti comune di
diabete (90-95% di tutti i casi) ed ¢ caratterizzato da ipergli-
cemia cronica principalmente causata da una combinazione
di insulino-resistenza periferica e disfunzione B-cellulare.
Fattori di rischio ambientali come obesita, inattivita fisica
e abitudini alimentari scorrette, oltre alla suscettibilita gene-
tica, contribuiscono allo sviluppo e alla progressione della
malattia. L’interazione di molteplici fattori stressogeni co-
me ipossia, glucotossicita, lipotossicita e/o inquinanti am-
bientali possono provocare disfunzione o morte S-cellulare.
Oltre a questi, anche altri fattori possono determinare 1’i-
nizio e la progressione del DMT?2; tra questi fattori trovia-
mo I’inflammazione mediata dagli adipociti nel fegato e nel
muscolo scheletrico, la neuro-infiammazione e difetti nel-
la secrezione di incretine. La complessita multifattoriale del
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DMT2 rende tale malattia molto eterogenea in termini di
gravita, eta di esordio e presenza di complicanze a lungo ter-
mine. Questa marcata eterogeneita rappresenta un ostacolo
importante nella diagnosi, nella prognosi e nel trattamento
del DMT2. Pertanto, una pil accurata stratificazione dei pa-
zienti, basata su molteplici marcatori clinici e molecolari, &
fondamentale al fine di migliorare la gestione clinica del-
la malattia attraverso un approccio di medicina di precisio-
ne. Diversi studi hanno recentemente iniziato ad applicare
strategie di stratificazione volte a identificare sottogruppi di
pazienti con DMT?2 sulla base di parametri clinici e/o mar-
catori biochimici/molecolari. Ad esempio, considerando il
solido contributo del background genetico allo sviluppo del
DMT?2, Boecker e collaboratori hanno esaminato 1’efficacia
della stratificazione dei pazienti valutando il punteggio di ri-
schio poligenico (polygenic risk scores: PRS) [1]. In questo
caso, la stratificazione dei pazienti in base al rischio polige-
nico mira a prevedere con precisione la probabilita di svi-
luppare DMT?2 sulla base di specifici polimorfismi a singolo
nucleotide (SNP). Gli SNP vengono prima identificati attra-
verso studi di Genome-Wide Association (GWA) e succes-
sivamente inclusi nel punteggio PRS. Inoltre, al fine di ot-
tenere una maggiore efficacia per prevedere lo sviluppo del
DMT?2, il PRS puo essere implementato con informazioni
cliniche (eta, BMI, abitudini di fumo, sesso).

In un altro studio, Udler e colleghi, effettuando un’anali-
si di soft-clustering, considerando 94 varianti genetiche in-
dipendenti e 47 correlate al diabete e rilevate da piu studi
di GWAS, hanno identificato cinque robusti cluster di loci
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genici implicati nel DMT2, alcuni dei quali erano associa-
ti a caratteristiche cliniche (es. misure della funzione delle
B-cellule) e biochimiche (es. proinsulina sierica) [2].

Un altro approccio consiste nel valutare diversi parametri
clinici, biochimici e molecolari per stratificare i pazienti. In
questo caso, Ahlqvist e colleghi hanno utilizzato sei diversi
parametri clinici per stratificare i pazienti con DMT2 in base
alla positivita agli autoanticorpi anti-glutammato decarbos-
silasi (GADA AAD), eta alla diagnosi, BMI, HbAlc e valu-
tazione del modello omeostatico 2 (HOMA?2) per la stima
della funzione delle B-cellule (HOMAZ2-B) e dell’insulino-
resistenza (HOMAZ2-IR) [3, 4]. Utilizzando questo approc-
cio, gli autori hanno identificato cinque gruppi di pazien-
ti che mostrano caratteristiche diverse: DMT2 con autoim-
munita, con grave carenza di insulina, con grave insulino-
resistenza, DMT2 a lieve entita obesita-correlato e DMT2 a
lieve entita eta-correlato. I pazienti che presentavano positi-
vita ad autoanticorpi anti-GAD65 hanno mostrato una ma-
lattia ad esordio precoce, BMI basso, scarso controllo meta-
bolico, carenza di insulina. I pazienti con carenza di insulina
grave erano GADA negativi, ma simili al gruppo DMT?2 au-
toimmune e presentavano una minore eta all’esordio, BMI
basso, bassa secrezione di insulina (basso indice HOMA2-
B) e scarso controllo metabolico. Il gruppo DMT?2 con ele-
vata insulino-resistenza (alto indice HOMAZ2-IR) era carat-
terizzato anche da BMI elevato, mentre il cluster relativo a
DMT? lieve entita e obesita-correlato era caratterizzato da
obesita ma non da insulino-resistenza. Infine, il gruppo di
pazienti con DMT?2 a lieve entita ed eta-correlato include-
va pazienti pill anziani rispetto agli altri gruppi. Utilizzando
un approccio identico, uno studio successivo ha identificato
gli stessi sottogruppi di pazienti con DMT2, convalidando
cosl i risultati precedenti e confermando I’efficacia dell’ana-
lisi di clustering. La classificazione dei cluster ¢ applicabile
anche alla predizione dell’insorgenza del DMT?2, sulla base
di una specifica combinazione di biomarcatori tra cui: sensi-
bilita all’insulina e velocita di secrezione, volume di grasso
viscerale e sottocutaneo e PRS [5].

Un altro approccio applicato da Khoshnejat e collabora-
tori, che prevede I’analisi dei dati di espressione genica dei
tessuti periferici, ¢ stato in grado di distinguere i pazien-
ti DMT?2 da soggetti non diabetici attraverso I’espressione
combinata di 26 pattern genetici muscolari, consentendo,
inoltre, I’identificazione di tre sottogruppi di pazienti con
DMT?2 [6].

Il rapido sviluppo di piattaforme —omiche avanzate (ge-
nomica, proteomica, trascrittomica, small RNAomica, ecc.)
e la creazione di consorzi multicentrici, hanno favorito 1’a-
dozione di approcci multi-omici per identificare una po-
tenziale combinazione di parametri molecolari e clinici per
stratificare pazienti insulino-resistenti o con DMT2. Ad
esempio, Huang e colleghi hanno adottato un approccio
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multi-omico basato su caratteristiche cliniche, analisi di pro-
teomica, profilo delle citochine, microbioma e sequenzia-
mento di RNA al fine di identificare 17 parametri in grado di
distinguere i soggetti insulino-resistenti da quelli insulino-
sensibili. Infine, un recente studio di Wesolowska-Andersen
e collaboratori ha valutato le caratteristiche cliniche, biochi-
miche e antropometriche al basale in soggetti con DMT2 di
recente insorgenza seguiti per 36 mesi. Utilizzando una stra-
tegia di soft-clustering, gli autori hanno identificato quattro
diversi archetipi di progressione del DMT?2; di cui uno as-
sociato a obesita, insulino-resistenza e ridotta sensibilita al
glucosio delle 8, dopo beta cellule e presentava il profilo con
una piu rapida progressione della malattia [7]. Nel comples-
so, questi studi hanno dimostrato che le strategie di stratifi-
cazione dei pazienti con DMT?2 basate su parametri clinici,
multi-omici e/o antropometrici potrebbero contribuire a far
luce sull’eterogeneita di questa malattia in termini di pro-
gressione, complicanze e di risposta alla terapia al fine di
avanzare verso strategie di medicina di precisione.

I microRNA: piccoli RNA circolanti e
potenziali biomarcatori di malattia

I microRNA (miRNA) sono piccoli (~19-22 nucleotidi)
RNA non codificanti per proteine, implicati nella regolazio-
ne dell’espressione genica. I miRNA sono stati associati a
molteplici aspetti del DMT2, tra cui la disfunzione delle §-
cellule, insulino-resistenza periferica e infiammazione. Ne-
gli ultimi anni, numerosi studi hanno dimostrato che i miR-
NA possono essere secreti dalle cellule che li producono e
possono essere rilevati nei pitt comuni fluidi biologici (pla-
sma, siero, urine, latte materno, liquido cerebrospinale e sa-
liva). La funzione dei miRNA circolanti € ancora da carat-
terizzare in dettaglio; tuttavia, essi possono essere coinvol-
ti in fenomeni di comunicazione cellula-cellula e, pertanto,
possono essere considerati dei nuovi “ormoni”’. Numerosi
studi hanno mostrato che alcuni miRNA circolanti risultano
differenzialmente espressi nel DMT2 e possono essere as-
sociati a specifici parametri clinici, pertanto potenzialmente
utilizzabili come biomarcatori di malattia.

I microRNA circolanti: una risorsa per la medicina
personalizzata nel diabete mellito di tipo 2?

Diversi studi hanno dimostrato che 1’espressione differen-
ziale dei miRNA circolanti ¢ in grado di:

- predire il rischio di sviluppare DMT?2 nel tempo;
- predire la futura risposta a diversi trattamenti farmacolo-
gici nel DMT?2.

Sulla base degli studi disponibili, condotti nell’arco di
un decennio di ricerche in questo settore, ¢ possibile iden-
tificare 10 microRNA circolanti che sono risultati coerente-
mente differenzialmente espressi nel siero o nel plasma di
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pazient CON DMT?2 e/o iperglicemici/prediabetici in alme-
no due studi indipendenti (Tabella 1), oppure associati alla
progressione e allo sviluppo del DMT2, nonché alla risposta
a specifiche terapie (nutrizionali e/o farmacologiche [8]).

I microRNA consistentemente identificati durante il cor-
so degli anni sono i seguenti: miR-126-3p, miR-223-3p,
miR-21-5p, miR-15a-5p, miR-30d-5p, miR-24-3p, miR-
34a-5p, miR-146a-5p, miR-30c-5p, miR-148a-3p. Indi-
vidualmente, questi miRNA circolanti sembrano giocare
un ruolo significativo nella diagnosi e nella prognosi del
DMT?2. Tra questi, il miR-126-3p sembra essere il piu pro-
mettente in quanto 11 studi indipendenti ne riportano la sua
ipoespressione nel plasma o nel siero di pazienti con DMT?2
rispetto a non diabetici [9—-17].

L analisi di espressione dei miRNA in questi studi ¢ sta-
ta condotta in diversi biofluidi, inclusi campioni di plasma
o siero di soggetti con DMT?2, suscettibili al DMT2, sog-
getti con alterata tolleranza al glucosio (IGT/IFG), pazien-
ti con DMT2 e complicanze cardiovascolari rispetto a sog-
getti normoglicemici non diabetici. Inoltre, 1’espressione del
miR-126-3p ¢ stata associata a diversi parametri clinici di ri-
lievo. Ad esempio, I’espressione del miR-126-3p ¢ risultata
inversamente correlata non solo alla comparsa del DMT2,
ma anche alla trombogenicita legata al Tissue Factor (TF) e
agli eventi cardiovascolari gravi, mostrando proprieta anti-
trombotiche [15]. In effetti, il miR-126-3p ¢ stato definito in
numerosi lavori come un “angiomiR”, in quanto prevalen-
temente coinvolto nella compromissione della segnalazio-
ne angiogenica periferica e nella modulazione dell’infiam-
mazione cardiovascolare nel DMT?2 [9]. Pertanto, il miR-
126-3p ¢ stato proposto come potenziale biomarcatore per la
diagnosi e il follow-up dei pazienti con DMT2, nonché co-
me miRNA adatto per la selezione della terapia nutrizionale
e/o farmacologica piu appropriata in base alle caratteristiche
cliniche di ciascun paziente con DMT2.

Anche I’espressione di altri miRNA ¢ stata ripetutamente
rilevata ridotta nel plasma o nel siero di pazienti con DMT?2
rispetto a soggetti normoglicemici non diabetici. Tra questi,
quelli maggiormente riportati sono i miRNA miR-223-3p,
miR-21-5p, miR-15a-5p e miR-24-3p [9, 10, 13, 14, 17-22].
Infatti, i livelli di espressione del miR-24-3p risultano si-
gnificativamente correlati con I’espressione di miR-126-3p,
miR-21-5p e miR-223-3p [9, 22], essendo tutti ipoespressi
nei soggetti con DMT?2 rispetto a IGT o IFG e ai sogget-
ti normoglicemici. E interessante notare che 1’espressione
della maggior parte di questi miRNA risulta essere positi-
vamente correlata a diverse caratteristiche cliniche associa-
te al DMT2 [18, 19, 21]. Nello specifico, I’espressione dei
miRNA miR-15a-5p e miR-21-5p ¢ positivamente correlata
con ’HbAIc; inoltre, i livelli di espressione del miR-15a-5p
sono stati riportati come direttamente associati anche ai li-
velli di glucosio plasmatico a digiuno (FPG) e all’indice di
insulino-resistenza HOMA-IR, indicando come questi miR-
NA svolgano un ruolo importante nel controllo metabolico.

Un altro gruppo di miRNA che potrebbero rappresentare dei
potenziali biomarcatori per il DMT2 ¢ composto dai miRNA
miR-34a-5p, miR-146a-5p, miR-148a-3p, miR-30c e miR-
30d-5p. Questi miRNA sono iperespressi nel plasma o nel
siero di pazienti con DMT?2 e, in alcuni studi, anche in sog-
getti prediabetici, nonché nei soggetti obesi rispetto a quelli
normopeso. Tra questi, il miR-34a-5p sembrerebbe il miR-
NA piu promettente, in quanto la sua iperespressione ¢ stata
riportata in due studi indipendenti condotti in differenti bio-
fluidi (siero vs plasma), mostrando un’elevata capacita di
distinguere i pazienti con DMT2 dai non diabetici e dai pre-
diabetici [18]. Inoltre, I’espressione del miR-34a-5p ha mo-
strato una correlazione positiva con la funzione S-cellulare
(espressa come HOMA-B) nei prediabetici e, al contrario,
una correlazione negativa nei pazienti con DMT2, nonché
una correlazione diretta con I’insulino-resistenza (HOMA -
IR). Un’osservazione degna di nota riguarda le discrepan-
ze osservate tra i diversi studi. Per esempio, uno studio ha
riportato una maggiore espressione del miR-21-5p nel pla-
sma di DMT?2, Latent Autoimmune Diabetes in Adult (LA-
DA) e Diabete Mellito di Tipo 1 (DMT1) rispetto ai soggetti
non diabetici, in contrasto con la ridotta espressione dello
stesso miRNA riportata dai gruppi di ricerca di Ghorbani,
Zampetaki ed Olivieri [9, 14, 19].

Variabili da valutare per I'utilizzo dei microRNA
come biomarcatori del diabete mellito di tipo 2

Sebbene i 10 miRNA circolanti analizzati risultino differen-
zialmente espressi in maniera concorde in diversi studi, altri
lavori hanno riportato un notevole numero di discrepanze.
Tali discrepanze possono essere dovute a diverse variabili:

- pre-analitiche, quali la scelta del biofluido (plasma o
siero) e di raccolta campione (emolisi) [23];

- analitiche, quali la procedura di isolamento dell’RNA, la
scelta della metodica e piattaforma di analisi e DELLA
strategia di normalizzazione;

- fattori individuali correlati al paziente.

Al fine di standardizzare le procedure pre-analitiche e
analitiche, sono in corso numerosi studi metodologici, prin-
cipalmente condotti da consorzi nell’ambito di progetti su
larga scala in cui numerosi campioni vengono raccolti e
analizzati in modo uniforme. Questi approcci porteranno
all’identificazione di robusti biomarcatori circolanti.

Prospettive future: dal laboratorio alla
clinica

La ricerca sistematica di letteratura riportata in questa ras-
segna dimostra che alcuni miRNA potrebbero rappresentare
dei validi biomarcatori circolanti per il DMT?2. Tuttavia, al-
cuni di essi non risultano essere specifici esclusivamente per
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il DMT?2 (ad esempio miR-126-3p, miR-21-5p, ecc.), ma so-
no differenzialmente espressi anche in altre forme di diabete
(LADA, DMT]1, ecc.), nonché in altre patologie, in parti-
colar modo in quelle cardiovascolari, che rappresentano una
parte importante delle complicanze del DMT?2. Questo & uno
dei motivi per cui i miRNA che abbiamo riportato sono sta-
ti proposti come biomarcatori prognostici, diagnostici o di
risposta alla terapia, ma non sono attualmente in uso nella
pratica clinica. In effetti, tali evidenze portano alla conclu-
sione che I’espressione differenziale di un singolo miRNA
circolante non sia abbastanza affidabile ed emerge, dunque,
la necessita di identificare un gruppo di miRNA differen-
zialmente espressi che vadano a rappresentare un pattern di
biomarcatori, con elevati criteri di specificita e sensibilita.

Pertanto, I’utilizzo di un gruppo di microRNA circolanti
potrebbe rappresentare uno strumento utile per la diagnosi,
il monitoraggio e la somministrazione di terapie persona-
lizzate appropriate alle caratteristiche cliniche del singolo
paziente.

In conclusione, nonostante alcune discrepanze nei risul-
tati degli studi riportati in questa rassegna, ¢ possibile evi-
denziare una serie di miRNA che, insieme a parametri clinici
ben consolidati, potrebbero essere potenzialmente utilizzati
in diagnostica per la gestione dei pazienti con DMT?2.
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