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Abstract 

 
My research project concerns the study of the molecular mechanisms 
involving microRNAs (miRNAs) in pathological processes such as tumors and 
cardiovascular diseases. miRNAs are small non-coding RNAs (sncRNAs) acting by 
modulating post-transcriptionally gene expression of specific mRNA target. Many 
studies have shown that the aberrant expression of these sncRNA is closely 
correlated with the onset of many diseases, including cancer and occlusive 
cardiovascular syndromes.   
Therefore, the study was conducted on three different experimental models such as 
activated platelets in vitro, tumor tissues of endometrial cancer (EC) and breast 
cancer (BC) cells expressing the estrogen receptor ɓ (ERɓ). 
Platelet activation is involved not only in physiological processes as haemostasis but 
also in the thrombogenesis and the pathogenesis of occlusive cardiovascular 
disorders including Acute Coronary Syndromes (ACS). However, the several events 
of resistance to antithrombotic therapies suggest the existence of mechanisms, at the 
basis of the activation process, still not known. The data that I obtained, following ex 
vivo activation of platelets from healthy donors, demonstrated the existence 
of miRNA pathway maturation in platelets and a significant reorganization of platelet 
proteome mediated by miRNAs upon activation.  
EC is one of the most frequent types of cancer affecting the female population and 
devopls, in most of cases, from an hyperplastic condition. 
I identified changes in the expression of miRNAs and other sncRNAs from paired 
normal, hyperplastic and cancerous endometrial tissues obtained by hysteroscopy. 
The results obtained allowed me to define a signature of sncRNAs deregulated 
in neoplastic transformation, characterized by 129 miRNAs, 10 piRNAs (PIWI-
interacting RNAs) and 3 snoRNAs (small nucleolar RNAs). 
Moreover, in silico analysis of downstream targets revealed that these 
endometrial sncRNAs are involved in several cellular processes and canonical 
pathways, including TGF-ɓ, ERK/MAPK and Wnt/ɓ-catenin signaling pathways.  
In 70% of the cases BC is a hormone-responsive tumor since cells are able to 
respond to proliferative stimuli induced by estrogens thanks to estrogen receptors 
(ERs). Recent studies have shown that unliganded-ERɓ is equally distributed 
between the nucleus and cytoplasm and that its presence determines a reduction of 
cell growth. In this study, by applying gene expression profiling and in vivo global 
mapping of ERɓ binding site to genome, I have demonstrated that the receptor is able 
to regulate gene expression at transcriptional level also in the absence of ligand.  
The results obtained from smallRNA-seq experiments revealed that 
miRNAs expression profile is influenced by costitutive-ERɓ activity in MCF-7 BC cells. 
Proteomic analysis of molecular partners of unliganded ERɓ showed an association 
with Argonaute 2 (AGO2). RNA immunoprecipitation coupled to massive parallel 
sequencing (RIP-Seq) experiments revealed that ERɓ-AGO2/miRNA complex is able 
to bind and regulate at post-transcriptional level specific mRNAs involved in several 
biological pathways in BC cells deprived of hormonal stimuli.  
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Sommario 
 
Il progetto di ricerca che ho svolto durante il Dottorato è stato focalizzato sullo studio 
dei meccanismi molecolari alla base dellôazione dei microRNA (miRNA) in diversi 
processi patologici, ed in particolare nel cancro e nei disordini cardiovascolari 
occlusivi. I miRNA sono piccoli RNA non codificanti in grado di regolare 
negativamente lôespressione genica a livello post-trascrizionale mediante il legame 
con la regione 3ôUTR (UnTranslated Region) di mRNA bersaglio, in modo da 
determinarne la degradazione o un blocco della traduzione in proteina. Numerosi 
sono gli studi in cui è dimostrato che un alterato profilo di espressione di questi 
sncRNA correla con lôinsorgenza e/o la progressione di differenti patologie, comprese 
malattie neurodegenerative, disordini del sistema cardiovascolare e cancro. 
Lo studio è stato condotto su tre diversi modelli sperimentali quali piastrine attivate in 
vitro, biopsie di tumore dellôendometrio e linee cellulari di carcinoma mammario 
esprimenti il recettore degli estrogeni ɓ (REɓ). 
Lôattivazione piastrinica ha un ruolo cruciale non solo in processi fisiologici come 
lôemostasi e la coagulazione ma anche nella trombogenesi e nella patogenesi di 
disordini occlusivi che colpiscono il sistema circolatorio. I frequenti eventi di 
resistenza alle terapie anti-trombotiche suggeriscono lôesistenza di meccanismi alla 
base di tale processo non ancora noti, da qui la necessità di compiere ulteriori studi a 
riguardo. I risultati ottenuti hanno dimostrato che lôattivazione indotta in vitro 
determina una riorganizzazione del proteomoma piastrinico che riflette cambiamenti 
del profilo di espressione dei miRNA; tali proteine modulate sono coinvolte nella 
risposta immunitaria, nellôinfiammazione e nella cascata coagulativa.  
Il carcinoma endometriale (CE) rappresenta una delle forme di cancro che 
maggiormente colpisce la popolazione femminile nei Paesi industrializzati e al quale è 
ancora legato un tasso di mortalità elevato. Nel 75% dei casi si tratta di 
adenocarcinoma endomertrioide di tipo I che si sviluppa a partire da uno stato 
patologico iperplastico (stadio di pre-cancerosi). Mediante esperimenti di 
sequenziamento dei sncRNA eseguiti su tessuti di endometrio sano, iperplastico e 
tumorale, è stato caratterizzato un gruppo di 142 sncRNA coinvolti nel processo 
tumorigenico. Analisi funzionali hanno, inoltre, rivelato che tali sncRNA sono coinvolti 
in numerosi pathway cellulari, incluse le vie di segnalazione intracellulari di TGF-ɓ, 
ERK/MAPK e Wnt-ɓ catenina.  
Il carcinoma mammario (CM) nel 70% dei casi risulta essere un tumore ormono-
responsivo in quanto le cellule rispondono agli stimoli proliferativi indotti dagli 
estrogeni grazie alla presenza di specifici recettori che funzionano da fattori di 
trascrizione, i recettori degli estrogeni (RE). Recenti studi hanno dimostrato che REɓ 
in assenza di stimolo ormonale è equidistribuito tra nucleo e citosol e che è in grado 
di agire come soppressore tumorale inibendo la crescita cellulare. Partendo da tali 
evidenze, sono stati condotti studi del profilo di espressione genica e di mappatura 
globale in vivo dei siti di legame costituivi del recettore al genoma di cellule MCF-7. 
Mediante sequenziamento dei miRNA è stato anche dimostrato che REɓ modula 
lôespressione di miRNA notoriamente espressi a bassi livelli in molti tipi di tumore, 
compreso let-7d e miR-125a. 
Studi di proteomica condotti nellôambito di altre attivit¨ di ricerca del Laboratorio di 
Medicina Molecolare e Genomica, presso il quale ho svolto il mio periodo di 
Dottorato, hanno identificato gli interattori molecolari di REɓ costitutivo, tra cui la 
proteina Argonauta 2 (AGO2). 
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Mediante immunoprecipitazione del RNA accoppiata a sequenziamento massivo 
parallelo (RIP-Seq) è stato possibile identificare sia i miRNA sia i trascritti 
esclusivamente legati dal recettore in associazione con AGO2. Tra i target putativi dei 
miRNA immunoprecipitati rientra la maggior parte degli mRNA legati dal complesso 
REɓ/AGO2, per i quali è stato dimostrato il coinvolgimento in numerose funzioni 
biologiche, compreso ciclo cellulare, proliferazione e differenziamento cellulare, oltre 
che sviluppo e funzionalità del sistema riproduttivo. 
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1.1 microRNA ed altri small non-coding RNA nella regolazione dellôespressione 
genica 

 
Per espressione genica si intende lôinsieme dei processi attraverso cui lôinformazione 
contenuta in un gene viene convertita in macromolecole funzionali come le proteine. 
La regolazione dellôespressione genica permette alla cellula di differenziarsi, di 
svolgere le sue funzioni basali e di modificarle in determinate condizioni e/o in 
risposta a specifici stimoli. Sistemi interni alla cellula, sempre più sofisticati e 
complessi lungo la scala evolutiva, assicurano il controllo dellôespressione genica a 
vari livelli, dalla trascrizione al processamento del mRNA fino alla traduzione e la 
corretta compartimentalizzazione ed attività della proteina sintetizzata. 
Diversi studi hanno dimostrato lôesistenza di meccanismi di regolazione 
dellôespressione genica mediati da molecole di RNA non codificante (non-coding 
RNA, ncRNA), fino a qualche decennio fa considerate unicamente ñjunk DNAò, fatta 
eccezione per lôRNA ribosomiale (rRNA) e lôRNA transfert (tRNA). Sebbene circa 
lô80% del genoma sia trascritto in RNA, infatti, solo lô1-2% di esso è tradotto in 
proteina, generando un elevato numero di ncRNA che sono attivamente coinvolti 
nella modulazione genica ed epigenetica (Carninci et al., 2005; Cheng et al., 2005; 
Derrien et al., 2012; Djebali et al., 2012; Wahlestedt et al., 2013). I ncRNA, in base 
alla lunghezza dei trascritti, possono essere suddivisi in due principali classi: una 
prima classe definita small non-coding RNA (sncRNA) che comprende microRNA 
(miRNA), RNA associati alle proteine PIWI (piRNA), piccoli RNA nucleolari (snoRNA) 
e small interfering RNA (siRNA); la seconda classe è quella dei long non-coding RNA 
(lncRNA), nella quale sono inclusi i long intergenic non-coding RNA e trascritti 
antisenso (fig.1). 
 
I miRNA sono piccoli RNA non codificanti (18-25 nucleotidi), in grado di regolare 
negativamente lôespressione genica a livello post-trascrizionale; essi, infatti, legando 
la regione 3ô-UTR (UnTranslated Region) di un mRNA bersaglio, possono favorirne la 
degradazione mediante un aumento della velocità di deadenilazione oppure inibirne 
la traduzione in proteina (Bartel et al.,2004). In entrambi i casi si ha il silenziamento 
del gene, il cui effetto è la mancata produzione della proteina corrispondente. Si tratta 
di piccoli RNA antisenso che legano il messaggero bersaglio per complementarietà di 
basi; nei mammiferi, tale complementarietà nella maggior parte dei casi risulta 
parziale e determina un blocco della traduzione mentre la totale complementarietà si 
verifica solo raramente e induce degradazione del trascritto.  
Da un punto di vista funzionale è stato dimostrato che un singolo miRNA è in grado di 
regolare lôespressione di diversi geni e che un determinato gene può essere regolato 
da miRNA differenti che agiscono in maniera sinergica tra loro. 
Lo sviluppo di tecnologie di sequenziamento high-throughput di nuova generazione 
ha permesso, sia di identificare i geni miRNA conservati tra le diverse specie, sia di 
studiare la distribuzione dei miRNA nel regno animale. I risultati ottenuti hanno 
rivelato lôesistenza di una diretta correlazione tra il numero dei piccoli RNA non 
codificanti e la complessità morfologica, suggerendo che la comparsa dei geni 
miRNA sia stato un fattore importante nellôevoluzione degli organismi complessi 
(Heimberg et al., 2008). 
La regolazione post-trascrizionale dellôespressione genica mediata dai miRNA 
influenza numerosi processi fisiologici quali apoptosi, ciclo cellulare, proliferazione e 
differenziamento cellulare, sviluppo embrionale, ematopoiesi ed adipogenesi, ed è 
noto che alterazioni del profilo di espressione dei miRNA sono strettamente correlate  
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allôinsorgenza e/o alla progressione di patologie quali morbo di Alzheimer, Sindrome 
dellôX fragile, molti tipi di cancro e malattie cardiovascolari (Singh et al., 2008; Garzon 
et al., 2009). 
 
 

 
 
 
Figura 1. Non-coding RNA e regolazione dellôespressione genica. Rappresentazione schematica dei 
principali ncRNA e dei meccanismi di regolazione genica in cui sono coinvolti (da Maegdefessel, 2014). 
 
 

Nonostante i miRNA siano convenzionalmente coivolti nei meccanismi di regolazione 
post-trascrizionale dellôespressione genica che avvengono nel compartimento 
citoplasmatico, recenti studi hanno dimostrato la loro presenza anche allôinterno del 
nucleo di cellule umane, dove possono funzionare sia da attivatori che inibitori 
trascrizionali di geni bersaglio. I miRNA processati e maturati nel citosol, insieme ai 
fattori RNAi (RNA-interference) ad essi associati, sono importati nel nucleo grazie a 
specifiche proteine appartenenti alla famiglia delle carioferine ovvero Esportina-1 
(XPO1) ed Importina-8 (IPO8) (Castanotto et al., 2009; Weinmann et al., 2009). Una 
volta nel nucleo i miRNA agiscono regolando la stabilità dei trascritti nucleari, 
inducendo alterazioni epigenetiche a livello dei promotori di specifici geni che 
determinano attivazione o silenziamento trascrizionale e modulando, infine, eventi di 
splicing alternativo co-trascrizionale (Roberts et al., 2014). 
 
I piRNA sono sncRNA lunghi 24-32 nucleotidi che interagiscono con le proteine PIWI 
(P-element induced wimpty testis) appartenenti alla superfamiglia delle proteine 
Argonauta (AGO) ed espresse preferenzialmente nella linea germinale. I piRNA sono 
espressi nei testicoli e sono coinvolti nella spermatogenesi attraverso la regolazione 
della meiosi e/o soppressione dei trasposoni (Aravin et al., 2007; Watanabe et al., 
2006). I piRNA e le proteine PIWI ad essi associate, infatti, assicurano il 
mantenimento dellôintegrit¨ del genoma contro lôattività degli elementi trasponibili, 
ovvero quelle sequenze di DNA capaci di trasporre sé stesse allôinterno di nuove 
posizioni nel genoma. Nei mammiferi sono stati identificati centinaia di piRNA 
differenti, con nessun motivo di struttura preferenziale ma tutti con unôuridina comune 
al 5ô. Allôestremit¨ 3ô i piRNA presentano una 2ô-O-metilazione, una modificazione che 
li protegge dallôattivit¨ esonucleasica 3ôŸ5ô e ne aumenta la stabilità (Kirino et al., 
2007). 
I piRNA non sono distribuiti lungo lôintero genoma, ma sono raggruppati in poche 
centinaia di loci genomici chiamati piRNA clusters e a differenza delle altre classi di  
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ncRNA sono generati da un precursore di RNA a singolo filamento mediante un 
meccanismo indipendentemente dallôRNasi di tipo III Dicer (Vagin et al., 2006). 
Recenti studi hanno messo in evidenza che lôepressione delle proteine PIWI e dei 
piRNA non è tuttavia limitata alla linea germinale ma risulta estesa anche alle cellule 
somatiche. Rizzo et al., ad esempio, hanno studiato il ruolo dei piRNA nella 
rigenerazione epatica e i risultati ottenuti suggeriscono che essi possono funzionare 
controllando la crescita di cellule di fegato (Rizzo et al., 2014). 
 
Gli snoRNA sono molecole di RNA non codificante della lunghezza di 60-300 
nucleotidi, in grado di favorire alcune modificazioni chimiche del rRNA (soprattutto 
metilazione e pseudouridilazione) che aumentano l'attività del RNA maturo. Essi 
possono essere suddivisi in due classi, caratterizzate da diversi elementi di sequenza 
conservati evolutivamente: la classe box C/D guida la metilazione al 2ô-O-ribosio 
mentre la classe box H/ACA la pseudouridilazione di RNA target (Dieci et al., 2009). 
Gli snoRNA compongono e guidano le small nucleolar ribonucleoprotein (piccole 
ribonucleoproteine nucleolari o snoRNP) presso l'esatto sito di modificazione del RNA 
bersaglio appaiandosi ad esso e consentendo alla componente proteica di tale 
complesso di catalizzare la modifica chimica a carico del RNA bersaglio. 
Inizialmente si pensava che il ruolo degli snoRNA fosse limitato alla modifica del 
rRNA durante la biogenesi dei ribosomi allôinterno dei nucleoli, tuttavia ¯ stato 
dimostrato che essi possono legare anche altri RNA come mRNA e small nuclear 
RNA (snRNA).  
 
Alla luce di tali evidenze sperimentali, tuttavia, ulteriori studi sono necessari affinchè 
vengano chiariti i meccanismi con cui i miRNA e gli altri sncRNA regolano 
lôespressione genica e la maggior parte dei processi cellulari. Risulta chiaro che le 
funzioni da essi svolte dipendano essenzialmente da quelle dei loro bersagli e 
pertanto anche la ricerca di questi ultimi è di fondamentale importanza per 
comprendere gli effetti della regolazione genica mediata dai piccoli RNA non-
codificanti sia a livello trascrizionale che post-trascrizionale. 
 
 
1.2 Biogenesi e meccanismi dôazione dei microRNA 
 
La biogenesi dei miRNA si articola in tre fasi: trascrizione e processamento nel 
nucleo, traslocazione nucleo-citosol e maturazione nel citoplasma (fig.2). 
La trascrizione dei miRNA è mediata dalla RNA Polimerasi II o III, la quale si lega a 
geni che possono essere localizzati nel genoma singolarmente ed essere controllati 
da un proprio promotore o essere organizzati in gruppi (cluster) sotto il controllo di un 
unico promotore con formazione di trascritti policistronici (Rodriguez et al., 2009).  
I trascritti primari vengono definiti pri-miRNA e sono caratterizzati da una struttura 
secondaria con conformazione ña forcinaò e a livello della quale lôRNA è a doppio 
filamento. Successivamente i pri-miRNA grazie allôazione del complesso 
microprocessore costituito dallôRNasi III Drosha e dal cofattore DGCR8 (DiGeorge 
syndrome critical region gene 8) vengono processati in pre-miRNA, sequenze a 
doppio filamento della lunghezza di circa 60-70 nucleotidi caratterizzati anchôessi da 
una struttura a forcina. Il processamento dei pri-miRNA pu¸ richiedere lôintervento di 
altri fattori che cooperano con Drosha come p68, p72, SMAD e la ribonucleoproteina 
hnRNPA1 (heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1) mentre talvolta può non 
dipendere da Drosha come nel caso dei miRtroni, ovvero miRNA la cui sequenza  

https://it.wikipedia.org/wiki/Chimica
https://it.wikipedia.org/wiki/RNA_ribosomiale
https://it.wikipedia.org/wiki/RNA_ribosomiale
https://it.wikipedia.org/wiki/Catalisi
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genica è localizzata negli introni di geni ospiti codificanti per mRNA e processati in 
pre-miRNA dallo spliceosoma (Fukuda et al., 2007; Guil et al., 2007; Michlewski et 
al., 2008; Davis et al., 2008). 
I pre-miRNA grazie ad una Ran GTPasi, lôesportina 5, vengono esportati dal nucleo al 
citoplasma. Qui legano unôaltra RNasi di tipo III, Dicer, che insieme alla proteina 
TRBP (HIV transactivating response RNA-binding protein) taglia la struttura a forcina 
generando una molecola a doppio filamento di RNA di 20-25 paia di basi che 
contiene il miRNA maturo (filamento guida) ed il suo complementare miRNA* 
(Starega-Roslan et al., 2011). Questo duplex miRNA/miRNA* è incorporato nel 
complesso multiproteico RISC (RNA induced-silencing complex) allôinterno del quale 
avviene lôinterazione tra il miRNA maturo e lômRNA bersaglio e il cui centro catalitico 
è rappresentato dalla proteina AGO2.  
 
 
 

 
 
 
Figura 2. Biogenesi dei miRNA. Rappresentazione schematica delle fasi di maturazione dei miRNA 
(modificata da Chang and HIa, 2011).  

 
 
Le proteine Argonauta sono una famiglia di proteine evolutivamente conservate, 
presenti in quasi tutti gli eucarioti, in alcuni batteri ed archeobatteri. Negli esseri 
umani, sono state identificate otto proteine Argonauta uniformemente distribuite su 
due cladi, la clade AGO (AGO1-4) e la clade PIWI (PIWIL1-4) (Yigit et al., 2006).  
In questo studio maggiore interesse è stato rivolto alla proteina AGO2.  
AGO2 ha un peso molecolare di circa 100 kDa ed è caratterizzata dalla presenza di 
tre domini funzionali (fig. 3):  

1) il dominio PAZ (Piwi-Argonaute-Zwille) allôestremit¨ N-terminale, coinvolto nel 
legame allôestremit¨ 3ô del miRNA maturo grazie ad una specifica tasca di 
legame;  
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2) lôinterfaccia tra il dominio centrale MID (Middle) e il dominio PIWI al C-

terminale, responsabile del legame allôestremit¨ 5ô del sncRNA attraverso 
una stabile interazione mediata da una tirosina conservata e numerosi legami 
ad idrogeno; 

3) il dominio PIWI, ritenuto possa essere responsabile della degradazione dei 
mRNA bersaglio perchè caratterizzato da una conformazione simile al 
dominio funzionale della RNasi-H, unôendonucleasi responsabile del taglio al 
RNA.  

 
Nel corso dellôevoluzione sostituzioni amminoacidiche nel dominio PIWI hanno 
contribuito a rendere il sito catalitico degenerato e ci¸ ha comportato lôacquisizione di 
nuove funzioni quali la capacità di compiere un taglio endonucleasico dipendente 
dallôibrido RNA-RNA per AGO2 e alla perdita dellôattivit¨ catalitica per le restanti AGO 
umane (AGO1,3 e 4) (Kim et al., 2009).  
La presenza di mismatch nelle posizioni 2-8-12-16 del filamento guida favorisce 
lôattività endonucleolitica di AGO2 che digerisce il miRNA* termodinamicamente più 
instabile (Kim et al., 2012).  
 
 

 
 

Figura 3. Rappresentazione dei domini funzionali di una proteina AGO2. A) Schematizzazione dei 
domini PAZ, MID e PIWI. B) Domini funzionali nella struttura tridimensionale di proteina AGO associata al 
filamento guida di uno sncRNA (in rosso) e al mRNA target (in blu) (modificata da Kim et al., 2009). 
 
 
Il complesso costituito dal RISC e dal miRNA maturo si associa per complementarietà 
imperfetta al 3'UTR (Untranslated region) dellômRNA bersaglio, inibendo 
l'associazione del ribosoma con l'mRNA target oppure causando il prematuro 
distacco del ribosoma, a cui segue il blocco o il rallentamento della sintesi proteica e 
la degradazione co-traduzionale della proteina. Inoltre sembra che il complesso 
RISC-miRNA maturo possa avere altri effetti sugli mRNA bersaglio, come la 
promozione della deadenilazione, che pu¸ risultare nella degradazione dellômRNA 
allôinterno di foci citoplasmatici definiti P-bodies, considerati sede di deposito e 
catabolismo del RNA. 
Ĉ possibile definire alcune peculiarit¨ della modalit¨ di appaiamento: la regione 5ô del 
miRNA (7-10 nucleotidi) è definita seed region e rappresenta la regione che lega il 3ô-
UTR del mRNA bersaglio, solitamente in maniera perfettamente complementare; a 
valle della seed region è presente un bulge o un loop mentre la regione 3ô del miRNA 
mostra appaiamento imperfetto con il suo target ed è caratterizzata dalla presenza di  
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numerose coppie U:G, poco comuni invece nella seed region perché meno stabili e 
più reattive rispetto alle coppie canoniche. 
In fig.4 sono mostrati i principali meccanismi di silenziamento miRNA-mediati (Eulalio 
et al., 2008):  
 

A) l'inibizione della traduzione mediante il distacco prematuro dei ribosomi 
durante la fase di allungamento;  

B) la proteina nascente è degradata come conseguenza di un blocco della 
traduzione;  

C) il dominio centrale di AGO2 ha elevata analogia con il fattore di inizio della 
traduzione EIF4E, e quindi lo sostituisce nel legame al cappuccio di 7-
metilguanosina;  

D) AGO2 recluta un fattore eIF6 che impedisce alle subunità del ribosoma di 
legarsi;  

E) RISC recluta fattori per la deadenilazione come CCR4-NOT e CAF1 
impedendo quindi la formazione di un loop chiuso del mRNA che 
provocherebbe un aumento della traduzione;  

F) la deadenilazione e la successiva rimozione del capping provocano una 
veloce degradazione del mRNA bersaglio.  
 

 
 

 
 
 
Figura 4. Meccanismi di silenziamento genico post-trascrizionale miRNA-mediati. Sono illustrati i 
principali meccanismi di inibizione della sintesi proteica operati dai miRNA: A) distracco prematuro dei 
ribosomi; B) degradazione co-traduzionale della proteina; C) competizione per il legame al cap; D) 
inibizione dellôassemblaggio dei ribosomi; E) inibizione della circolarizzazione del mRNA; F) deadenilazione 
e decapping (da Eulalio et al., 2008). 
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1.3 Ruolo dei microRNA nelle patologie umane 

 
I miRNA sono coinvolti nellôevoluzione patologica di molte malattie in quanto regolano 
lôespressione di geni che possono essere fondamentali per lo status fisiologico 
dellôorganismo. Variazioni dei livelli di espressione di questi piccoli RNA non 
codificanti sono state osservate in unôelevato numero di patologie umane, incluse 
malattie neurodegenerative, disfunzioni epatiche, disordini del sistema immunitario, 
disordini cardiovascolari e cancro. Evidenze sperimentali, infatti, dimostrano che tali 
patologie possono essere diretta conseguenze di alterazioni di pathway cellulari a 
carico di mutazioni nei geni miRNA, dei siti di legame sui loro target o nei meccanismi 
molecolari che ne regolano lôespressione.  
 
 
1.3.1 I microRNA nei disordini cardiovascolari 
 
I miRNA sono modulatori chiave sia dello sviluppo cardiovascolare che 
dellôangiogenesi e spesso sono aberrantemente espressi in patologie a carico di 
cuore e vasi sanguigni. Cambiamenti del profilo di espressione di specifici miRNA 
sono associati, infatti, a rimodellamento cardiaco, ad aritmie, ai processi di 
aterosclerosi ed angiogenesi, oltre che ad ischemia da danno da riperfusione (fig. 5).  
 
 
 

 
 
 
 
Figura 5. miRNA e loro bersagli molecolari nella fisiopatologia cardiovascolare. Sono illustrati i 
miRNA risultati deregolati in disordini a carico del cuore e del sistema cardiocircolatorio quali 
rimodellamento cardiaco, aritmia, aterosclerosi, insufficienza cardiaca, angiogenesi ed ischemia da danno 
da riperfusione. In particolare, allôaumento dei livelli di espressione di uno specifico miRNA corrisponde una 
riduzione di espressione della proteina bersaglio e viceversa (da Dangwal et al. 2011). 

 
 
Martins et al. hanno dimostrato, ad esempio, che in pazienti affetti da insufficienza 
cardiaca, la sovraespressione di miR-199b determina la riduzione dei livelli della  
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proteina Dyrk-1a (dual-specificity tyrosine phosphorylation-regulated kinase-1a) 
coinvolta nel signaling NFAT/calcineurina. 
Diversi miRNA sono implicati nella fibrosi cardiaca, compresi miR-21, miR-29, miR-
30, miR-133 e miR-590; miR-21, in particolare, regola lôespressione della 
metalloproteasi-2 di matrice (MMP-2) via PTEN (phosphatase and tensin homologue) 
nei fibroblasti (Thum et al., 2008) e determina la riduzione di espressione di spry-1 
(sprouty-1), un inibitore di tirosin chinasi normalmente espresso nei fibroblasti, con 
conseguente secrezione di FGF (Fattore di crescita dei fibroblasti) e fibrosi 
interstiziale ed ipertrofia cardiaca (Thum, Gross et al., 2008). 
È stato dimostrato che miR-499 ha una funzione protettiva contro lôapoptosi indotta 
da ischemia/riperfusione, contrariamente a miR-320 che ne induce lôattivazione 
regolando hsp20 (heat shock protein 20) (Wang et al., 2011; Ren et al., 2009). 
È noto che i miRNA secreti da alcuni tipi cellulari possono accumularsi nei fluidi 
biologici come il plasma e, data la loro elevata stabilità rispetto allôazione delle RNasi, 
essi potrebbero essere usati come specifici biomarcatori per diverse patologie, 
comprese quelle cardiovascolari. Un aumento dei livelli di miR-423-5p nel plasma è 
stato rilevato in pazienti affetti da insufficienza cardiaca mentre la concentrazione 
plasmatica di miR-126, miR-17 e miR-92a si riduce nei disordini coronarici 
(Fichtlscherer et al., 2010). 
I miRNA sono quindi importanti regolatori della fisiologia di cuore e sistema 
cardiocircolatorio e come tali possono rappresentare potenziali bersagli terapeutici 
per la cura delle malattie cardiovascolari.  
 
 
 
1.3.2 Ruolo dei microRNA e di altri small non-coding RNA nel cancro  
 
Sebbene studi mirati a determinare le correlazioni tra livelli di espressione dei miRNA 
e le malattie umane siano ancora necessari, esistono evidenze sperimentali che 
dimostrano il ruolo cruciale dei miRNA nella patogenesi del cancro. La prima 
evidenza del coinvolgimento dei miRNA nelle neoplasie è data dalla sottoespressione 
o delezione di miR-15 e miR-16 nella maggior parte dei pazienti affetti da Leucemia 
Linfocitica Cronica (CLL) (Cimmino et al., 2005). 
Questa scoperta ha dato il via a numerosi studi che hanno rivelato lôespressione 
differenziale dei miRNA non solo tra tessuto normale e tumorale, ma anche tra 
tumore primario e metastatico. Queste differenze sono tumore-specifiche ed in alcuni 
casi associabili alla prognosi. Ad oggi sono tre i meccanismi differenti alla base delle 
variazioni dei livelli di espressione dei miRNA, come la co-localizzazione di geni 
codificanti per miRNA e regioni genomiche associate al cancro, la regolazione 
epigenetica e lôalterata espressione di proteine coinvolte nel processamento e nella 
biogenesi dei microRNA (Calin et al., 2002).  
Più del 50% dei geni che trascrivono per miRNA risiedono in regioni del genoma 
spesso soggette ad alterazioni (Calin et al., 2004); possono comprendere regioni di 
LOH (loss of heterozigosity, perdità di eterozigosità) che contengono geni onco-
soppressori, regioni di amplificazione che potrebbero invece contenere oncogeni, 
regioni comuni di rottura dei cromosomi e siti fragili (FRA). I FRA sono siti 
preferenziali di scambio fra cromatidi fratelli, delezioni, amplificazioni, traslocazioni e 
integrazione di plasmidi a DNA e virus associati al tumore come quello del papilloma 
umano (HPV).  
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Per quanto riguarda le modificazioni epigenetiche quali alterata 
metilazione/acetilazione del DNA, unôestensiva analisi genomica delle sequenze 
geniche che codificano per i miRNA ha evidenziato che circa il 50% dei loci sono 
associati con isole CpG (Weber et al., 2007), suggerendo che una variazione dello 
stato di metilazione potrebbe essere responsabile della deregolazione di miRNA nei 
tumori (Fazi et al., 2007). Anche alterazioni a carico di proteine coinvolte nella 
biosintesi dei miRNA determinano notevoli conseguenze sulla loro espressione: è 
stato osservato, infatti, che la mancanza del processamento da parte di Drosha 
potrebbe spiegare la sottoespressione dei miRNA osservata in molti tumori primari 
(Thomson et al., 2006). Anche la riduzione di Dicer nel tumore del fegato è stata 
associata ad una cattiva prognosi e una ridotta sopravvivenza post-operatoria dei 
pazienti affetti da tale neoplasia (Harris et al., 2006; Karube et al.,2005), indicando 
che questo fattore potrebbe essere in grado di prevenirne la trasformazione maligna. 
Indipendentemente dal meccanismo, lôeffetto globale in caso di inattivazione di un 
miRNA sarà la sovraespressione dei suoi geni bersaglio, mentre la sua attivazione 
porterà alla sottoespressione dei geni bersaglio. È la funzione svolta dai trascritti 
bersaglio, quindi, a determinare se un miRNA è da considerarsi oncogene o 
oncosoppressore.  
In generale, vengono considerati oncosoppressori quei miRNA la cui riduzione di 
espressione rispetto ad una situazione fisiologica causa la sovraespressione del 
bersaglio molecolare, che in questo caso ¯ unôoncogene direttamente implicato nella 
trasformazione tumorale. Al contrario i miRNA oncogeni sono il prodotto di mutazioni 
a carico di proto-oncogeni in grado di inibire specificamente lôespressione di 
oncosoppressori, impedendo la loro funzione di controllo delle normali attività cellulari 
e causando lôacquisizione da parte della cellula di una o pi½ caratteristiche 
neoplastiche (fig.6).  
miR-34a ad esempio è un noto soppressore tumorale, i cui livelli di espressione si 
riducono nelle cellule cancerose di pancreas, mammella, ovaio, colon e polmone a 
causa di unôalterata regolazione epigenetica. Lôespressione di tale miRNA viene infatti 
recuperata dopo modificazione epigenetica con lôagente demetilante 5-Aza-Dc (5-aza 
20 deossicitidina) e lôinibitore dellôenzima deacetilasi SAHA (acido idrossamico 
suberoylanilide). 
Inoltre, recentemente è emersa la correlazione tra miRNA e cellule staminali tumorali 
(CSC). Esse sono induttori della crescita e dello sviluppo dei tessuti tumorali e sono 
definite come cellule che hanno la capacità di autoreplicarsi, differenziarsi e di 
trasformare le cellule normali. I miRNA possono influenzare la differenziazione delle 
CSC e una loro deregolazione può determinare la produzione di CSC, che porta allo 
sviluppo del cancro (Huang et al., 2014). 
 
Negli ultimi anni un numero sempre crescente di studi ha messo in evidenza il 
coinvolgimento dei piRNA e delle proteine PIWI nello sviluppo tumorale (Mei et al., 
2013). La relazione tra piRNA e cancerogenesi è stata dimostrata attraverso risultati 
di analisi condotte mediante screening di microarray, sequenziamento di nuova 
generazione e real time PCR quantitative. Tali risultati dimostrano che i piRNA 
possono agire come oncogeni ed oncosoppressori nella tumorigenesi attraverso la 
regolazione della proliferazione e sopravvivenza cellulare e dellôinvasivit¨ delle cellule 
cancerose. piR-651, ad esempio, risulta sovra-espresso in molti tipi di cancro, 
compreso quello dello stomaco, del polmone e della mammella e lôinibizione della sua 
espressione mediante oligonucleotidi antisenso determina lôarresto della  
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proliferazione e del ciclo cellulare in fase G2/M di cellule tumorali gastriche (Cheng et 
al., 2011).  
Di recente è stato scoperto anche un probabile ruolo degli snoRNA nella 
tumorigenesi del cancro alla prostata e alla mammella mediante la regolazione del 
processo di traduzione delle proteine. 
 
Le evidenze sperimentali ottenute nellôultimo decennio dimostrano quindi che i 
miRNA e gli altri piccoli RNA non codificanti possono rappresentare dei validi 
marcatori diagnostici e prognostici dei tumori umani. Lôespressione aberrante dei 
sncRNA nei differenti tipi di tumore è stata infatti correlata con le specifiche 
caratteristiche bio-patologiche del tumore stesso, con lôesito della malattia e con la 
risposta ai trattamenti farmacologici.  
 

 

 
 
 
Figura 6. miRNA soppressori tumorali e miRNA oncogeni. a) Nel tessuto normale lôespressione dei 
miRNA influenza la crescita cellulare, la proliferazione, il differenziamento e la morte cellulare. b) La 
riduzione e/o la perdita di un miRNA che funziona da soppressore tumorale determina lo sviluppo del 
tumore mediante lôaumento di espressione della sua oncoproteina bersaglio. c) Lôamplificazione di un 
miRNA oncogeno determina ridotti livelli di espressione del suo gene oncosoppressore bersaglio, 
permettendo alla cellula di acquisire caratteristiche neoplastiche come lôaumento del tasso di crescita, 
dellôinvasivit¨ e la resistenza allôapoptosi (da Esquela-Kerscher and Slack, 2006). 
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2.1 Introduzione 
 

2.1.1 Piastrine e fisiopatologia dell'attivazione piastrinica 
 
 

Le piastrine rappresentano i più piccoli elementi figurati del sangue e sono frammenti 
citoplasmatici che si formano a partire da precursori multinucleati prodotti dal midollo 
osseo, i megacariociti. Esse hanno unôemivita di circa 10 giorni e in un soggetto sano 
il loro numero varia da 150.000 a 400.000 per mm³ di sangue. Le piastrine svolgono 
un ruolo fondamentale nellôemostasi, ovvero lôinsieme dei meccanismi che assicura il 
mantenimento dellôintegrit¨ dei vasi e della fluidit¨ del sangue; esse, infatti, sono 
direttamente coinvolte nella formazione di un tappo piastrinico in corrispondenza della 
lesione e sostengono la fase iniziale del processo coagulativo. 
Al microscopio elettronico mostrano una struttura piuttosto complessa: la membrana 
plasmatica si invagina allôinterno del citoplasma per formare un sistema di microtubuli 
noto come ñsistema canalicolare apertoò, il quale, aumentando la superficie di 
scambio con lôesterno, permette la secrezione dei granuli in seguito ad attivazione. 
Sul lato esterno, invece, la membrana plasmatica aderisce al glicocalice, una 
struttura lipo-proteica-polisaccaridica, da cui sporgono numerose glicoproteine a 
funzione adesiva e recettoriale, coinvolte nel processo di attivazione e aggregazione 
piastrinica (Rosati, Colombo 2006). 
Da un punto di vista morfologico le piastrine contengono tre tipi di granuli: 

¶ Granuli Ŭ, che risultano opachi al microscopio elettronico e che contengono 
importanti molecole per lôemostasi, per la riparazione delle ferite e per le 
principali funzioni piastriniche quali fibrinogeno, fibronectina, fattore IV 
piastrinico, PDGF (Platelet-Derive Growth Factor ovvero Fattore di Crescita 
Derivato dalle Piastrine), fattore di von Willebrand (o fattore VIII), la 
trombospondina, la ɓtromboglobulina e il collagene. 

¶ Granuli ŭ o granuli densi, che contengono serotonina, Ca2+, Mg2+, ADP, ATP, 
peptidi chemiotattici e fattore piastrinico V. 

¶ Granuli ɚ, che contengono idrolasi lisosomiali e perossisomi.  

Pur essendo prive di nucleo, le piastrine possiedono tutti i principali componenti 
subcellulari compresi i mitocondri, i lisosomi, il reticolo endoplasmatico liscio (definito 
sistema tubulare denso) e il citoscheletro, il quale assicura sia il mantenimento di 
forma della piastrina quando essa è inattiva sia la contrazione piastrinica e la 
conseguente fuoriuscita del contenuto dei granuli quando essa viene attivata in 
seguito a lesioni dei vasi sanguigni.  
In condizioni fisiologiche le piastrine sono libere di circolare nel sangue e non sono in 
grado n® di aggregarsi tra di loro, n® di aderire allôendotelio vascolare, in quanto le 
membrane plasmatiche sono cariche negativamente e si respingono da un punto di 
vista elettrostatico. Tuttavia, qualora si verifichi un danno endoteliale, oppure vi sia un 
fenomeno patologico in atto, le piastrine possono iniziare ad aderire allôendotelio 
vascolare in seguito ad alcuni stimoli, grazie alla presenza sulla loro superficie di una 
serie di molecole di adesione appartenenti alla superfamiglia delle integrine (Coller, 
1993). Le integrine sono glicoproteine transmembrana eterodimeriche costituite da 
catene peptidiche Ŭ e ɓ unite da legami non covalenti; esistono differenti isoforme di 
catene Ŭ e ɓ che in varie combinazioni determinano la formazione di diverse 
integrine, ognuna con una specifica funzione nei processi di adesione cellula-cellula, 
interazione con la matrice extracellulare e trasduzione del segnale dalla matrice alla 
cellula stessa (Ginsberg et al., 1995). 
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Nonostante la loro dimensione contenuta e la struttura particolarmente complessa, le 
piastrine rappresentano uno dei quattro sistemi principali coinvolti nei meccanismi 
fisiologici e/o patologici del processo emostatico (fig.7).  
In seguito a danno vascolare si verifica vasocostrizione a livello della zona lesa e una 
riduzione della velocità del flusso ematico per cui le piastrine circolanti si spostano 
dalla periferia al centro del vaso (fenomeno di marginazione delle piastrine) per 
aderire con maggiore efficienza al sottoendotelio esposto dopo la lesione, costituito 
soprattutto da collagene, proteoglicani, fibronectina, laminina ed altre glicoproteine. 
Lôiniziale adesione delle piastrine in corrispondenza del sito di danno ¯ mediata dal 
legame di tali componenti con specifiche integrine presenti sulla superficie piastrinica, 
come ad esempio lôintegrina GPIa/GPIIa-GPVI (anche detta ñvery late antigenò VLA2) 
che lega il collagene e le integrine GPIc/IIa (o VLA-6) e GPIc*/IIa (o VLA-5) che 
funzionano da recettori per la laminina e la fibronectina rispettivamente. 
 
 

 
 
Figura 7. Schematizzazione delle fasi del processo emostatico. In seguito a danno endoteliale (1) si 
innesca la fase vascolare (2). Lôendotelio danneggiato per evitare la perdita di sangue si attiva e induce 
vasocostrizione. Alla fase vascolare, segue la fase piastrinica (3), durante la quale le piastrine aderiscono 
allôendotelio danneggiato formando un tappo temporaneo, successivamente stabilizzato da ponti di fibrina 
(4) (da Biology-forums.com).  

 
 
Affinch® questo processo di adesione diventi pi½ stabile ¯ richiesto lôintervento di 
unôaltra molecola di adesione denominata GPIb/IX/V: si tratta di una glicoproteina 
ricca in leucina (non integrina) con la capacità di legare il Fattore di Von Willebrand 
(vWF) (Lanza et al., 1993; Ravanat et al., 1997). Tale fattore è presente nel plasma 
sanguigno, con la funzione di veicolare il fattore VIII della coagulazione, e nelle 
cellule endoteliali allôinterno dei corpi di Weiber-Palade. In seguito a danno vasale, 
tuttavia, esso ¯ rilasciato dallôendotelio, si concentra nella zona lesionata ed 
interagisce sia con il collagene esposto che con la proteina GPIb, stabilizzando 
lôadesione tra le piastrine e il sottoendotelio e favorendo la formazione di un  
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monostrato piastrinico in corrispondenza del sito danneggiato. Il reclutamento 
addizionale di piastrine richiesto per la formazione del tappo piastrinico è mediato da 
diversi fattori diffusibili prodotti o rilasciati dopo che lôadesione piastrinica ¯ iniziata, 
inclusi ADP, trombossano A2 (TXA2) e trombina. Tali mediatori legando recettori 
accoppiati a proteine G (GPCR) attivano dei pathway di segnalazione intracellulare 
che aumentano la loro stessa produzione secondo un meccanismo a feedback 
positivo e assicurano la rapida attivazione piastrinica e il reclutamento di altre 
piastrine dal torrente circolatorio. Lôazione sinergica di questi attivatori, inoltre, 
determina il cambiamento di forma, la degranulazione, lôespressione di molecole pro-
infiammatorie e lôattivazione delle attivit¨ pro-coagulanti delle piastrine. Tutti i pathway 
attivati dai diversi mediatori convergono nellôattivazione del recettore del fibrinogeno 
(integrine ŬIIbɓ3 o complesso glicoproteico GPIIb/IIIa). 
Durante la fase piastrinica dellôemostasi, i cui principali eventi sono illustrati in fig.8, 
esse passano dalla forma normalmente tondeggiante a una stellata (sfera spinosa o 
spiny sphere), caratterizzata dalla presenza di numerosi pseudopodi. Inoltre se lo 
stimolo che ha provocato il cambio di forma è debole, le piastrine possono 
riassumere la loro struttura originaria, pur mantenendo una certa refrattarietà ad 
unôeventuale nuova stimolazione; viceversa quando lo stimolo ¯ forte queste non 
ritornano più nella loro forma originaria, ma espongono in superficie il Fattore 
Piastrinico 3 (FP3), una fosfatidilserina che nella piastrina a riposo è situata nel lato 
interno della membrana plasmatica, mentre dopo gli stimoli di adesione e attivazione 
viene esposta sul suo lato esterno attraverso un meccanismo flip-flop. 
 
 

 
 
 
Figura 8. Principali eventi della fase piastrinica. Rappresentazione schematica dei processi di 
adesione, attivazione e aggregazione della fase piastrinica attivati in seguito a lesioni dellôendotelio 
vascolare (da http://what-when-how.com/acp-medicine/hemostasis-and-its-regulation-part-1/). 

 
 
La presenza di fosfaditilserine sulla superficie esterna delle piastrine è fondamentale 
per il processo di coagulazione. Associato ai fenomeni contrattili che promuovono il 
cambiamento di forma vi è un meccanismo di secrezione dei granuli (release reaction  
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piastrinici) dipendente sia dallôATP che dal citoscheletro: la contrazione responsabile 
del cambiamento di forma, infatti, determina il trasporto dei granuli in corrispondenza 
del sistema canalicolare aperto (centralizzazione dei granuli), la fusione delle 
membrane dei granuli con le membrane del sistema e il conseguente rilascio del loro 
contenuto.  
Alla degranulazione segue lôaggregazione piastrinica: in questa fase il complesso 
glicoproteico IIb-IIIa che si forma funziona da recettore per il fibrinogeno, il quale a 
sua volta forma dei veri e propri ñpontiò tra le piastrine, generando cos³ degli 
aggregati. Ĉ possibile distinguere lôaggregazione in primaria e secondaria. 
Lôaggregazione primaria ¯ reversibile ed ¯ indotta da piccole concentrazioni di 
agonisti che si legano ai loro recettori sulla membrana plasmatica delle piastrine. 
Lôaggregazione secondaria ¯ dovuta sia a pi½ elevate concentrazioni di agonisti sia al 
rilascio di ADP e TXA2 da parte di piastrine attivate da potenti agonisti in quantità 
ridotte.  
ADP e trombina, in particolare, sono i più potenti attivatori piastrinici e sono in grado 
di attivare diverse vie di segnalazione intracellulare legando GPCR presenti sulla 
superficie della membrana plasmatica delle piastrine (fig.9).  
La risposta piastrinica allôADP ¯ mediata da GPCR appartenenti alla famiglia P2Y. 
Sulla membrana piastrinica sono presenti i recettori P2Y1 e P2Y12, in grado di 
promuovere i meccanismi molecolari che portano le piastrine ad attivarsi, a cambiare 
forma ed infine ad aggregarsi per formare il tappo piastrinico. In particolare, P2Y12 
esercita la propria azione attivando una proteina presente sulla parte interna della 
membrana piastrinica, la proteina G inibitoria (Gi), che a sua volta inibisce l'adenilato 
ciclasi, con conseguente diminuzione della concentrazione intrapiastrinica di 
adenosin-monofosfato-ciclico (AMPc); i livelli di AMPc sono inversamente correlati 
con lo stato di attivazione piastrinica e dunque una sua diminuzione contribuisce ad 
attivare le piastrine. Dal punto di vista farmacologico P2Y12 è stato maggiormente 
studiato rispetto agli altri recettori poiché nel corso degli anni sono state sintetizzate 
molecole in grado di inibire il legame dellôADP con il recettore stesso. Tali molecole 
farmacologiche sono le tienopiridine, una categoria di antiaggreganti piastrinici in 
grado di ridurre lôattivazione piastrinica (Gachet et al., 2008).  
Sempre sulla superfice delle piastrine, sono presenti altri tipi di GPCR: si tratta dei 
recettori attivati dalle proteasi, ovvero i recettori PAR (Protease Activated Receptor), 
caratterizzati da sette domini transmembrana, e da una regione N-terminale 
extracellulare e una C-terminale intracellulare (Déry et al., 1998). In particolare, sulle 
piastrine i PAR1 e PAR4 funzionano da recettori per la trombina (Ishihara et al., 
1997). Questôultima ¯ prodotta in seguito a danno endoteliale dalla pro-trombina 
circolante e svolge un ruolo importante non solo nellôaggregazione piastrinica, ma 
anche in altri processi fisiopatologici come lôinfiammazione, lôaterosclerosi e le 
malattie cardiovascolari. Quando la trombina attiva i propri recettori, cô¯ un taglio 
proteolitico della loro porzione N-terminale (meccanismo di attivazione dipendente 
dallôagonista) (Hollenberg et al., 1997; Andersen et al., 1999).  
Unôaltra sostanza in grado di stimolare lôadesione e lôaggregazione piastrinica ¯ il 
peptide sintetico TRAP (Thrombin Receptor Agonist Peptide): questo mima 
lôestremit¨ N-terminale proteolizzata del recettore della trombina e attiva in maniera 
potente il recettore trombinico determinando attivazione, secrezione e aggregazione 
secondo un meccanismo indipendente dal taglio del recettore.  
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Figura 9. Agonisti fisiologici e recettori di membrana. Sono illustrati i GPCR presenti sulla membrana 
piastrinica che funzionano da recettori per gli attivatori fisiologici ADP, trombina e TXA2 (modificata da 
http://circresearch.com/gallery/tag/acute-coronary-syndrome/). 

 
 
 
2.1.2 microRNA e piastrine 
 
Le piastrine svolgono un ruolo importante nella patogenesi di alcune malattie 
cardiovascolari, compresi i disordini occlusivi e lôaterosclerosi. Sebbene i processi di 
adesione, attivazione ed aggregazione piastrinica avvengano durante lôemostasi a 
seguito di una lesione dellôendotelio vascolare, qualora essi si verifichino allôinterno di 
coronarie, arterie periferiche o a livello di una placca aterosclerotica vulnerabile 
potrebbero aumentare enormemente il rischio di ictus e lôinsorgenza di una sindrome 
coronarica acuta. I pathway che regolano lôattivit¨ e la reattivit¨ piastrinica sono 
dunque fondamentali per lo sviluppo e/o la progressione dei disordini cardiovascolari 
occlusivi. È noto, inoltre, che le piastrine pur essendo prive di nucleo possiedono 
numerosi trascritti ereditati dai megacariociti e il macchinario di traduzione 
dellômRNA, attraverso il quale esse sono in grado di effettuare sintesi proteica de 
novo e di modificare la loro stessa funzionalità in risposta a stimoli di natura 
fisiologica o patologica (Freedman, 2011). Numerosi sono gli studi che rivelano la 
presenza anche di small RNA nelle piastrine (di cui ben lô80% ¯ rappresentato da 
miRNA) (Starczynowski et al., 2010) e dei complessi multiproteici coinvolti nel 
pathway di processamento dei miRNA, inclusi Dicer, TRBP2 (TAR RNA-binding 
protein 2) e AGO2 (McManus et al., 2015). Nonostante alterazioni dellôaggregazione 
piastrinica siano frequentemente associate a fattori di rischio quali il fumo, 
l'ipertensione e lôipercolesterolemia, è stato dimostrato un coinvolgimento dei miRNA 
nel controllo della reattività piastrinica (Kondkar et al., 2010). Kondkar et al. hanno 
provato infatti che miR-96 regola lôespressione di VAMP8/endobrevina, implicata nel 
rilascio del contenuto dei granuli piastrinici: aumentati livelli della proteina VAMP8 (e 
del corrispondente mRNA) sono strettamente correlati con una maggiore reattività  
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piastrinica e con una ridotta espressione di miR-96 di cui essa è bersaglio 
molecolare. 
La regolazione post-trascrizionale dellôespressione genica mediata dai miRNA non 
solo influenza la reattività ma svolge un ruolo fondamentale anche nel controllo delle 
funzioni piastriniche.   
La presenza di un network di miRNA nelle piastrine sembra permettere ad esse di 
regolare lôespressione di recettori di superficie e di modificare la loro capacit¨ di 
aggregarsi. In particolare, miR-223, il miRNA più espresso nelle piastrine, è in grado 
di legare la regione 3ôUTR dellômRNA che codifica per il recettore dellôADP P2Y12: il 
suo legame con lômRNA bersaglio, infatti, determina una riduzione dei livelli di 
espressione del recettore, inibendo i processi di aggregazione e degranulazione 
(Landry P et al., 2009).  
I miRNA e le proteine chiave del loro pathway di maturazione (come ad esempio 
Dicer) sono inoltre implicati nellôematopoiesi (Raaijmakers et al., 2010; Chen et al., 
2004; Georgantas et al., 2007; Monticelli et al., 2005), nella differenziazione delle 
cellule staminali embrionali (Tay et al., 2008), nellôeritropoiesi (Bruchova et al., 2007) 
e nella megacariocitopoiesi, ovvero il processo di sviluppo cellulare che porta alla 
produzione di piastrine. Lôespressione di mRNA bersaglio coinvolti nel processo di 
formazione delle piastrine è controllata da miRNA con unôazione antagonista: miR-
150 infatti favorisce la megacariocitopoiesi, a differenza di miR-155 che ha un effetto 
opposto (Edelstein et al., 2013). Lôiperespressione di miR-155, in cellule K562 causa 
il blocco della differenziazione dei megacariociti, nonché una diminuzione dei livelli di 
eritrociti, megacariociti e linfociti (O'Connell et al., 2008). 
Biologicamente e clinicamente i miRNA piastrinici sono quindi potenziali biomarcatori 
di disordini ematologici e della reattività piastrinica, il cui studio è necessario per la 
comprensione dei meccanismi alla base dellôespressione genica nei megacariociti e 
nelle piastrine. 
 
 
 
2.2 Scopo del lavoro 

 
Lôattivazione piastrinica svolge un ruolo fondamentale nella trombogenesi e nella 
patogenesi di disordini vascolari occlusivi, comprese le sindromi coronariche acute. I 
frequenti eventi di resistenza alle terapie anti-trombotiche suggeriscono, tuttavia, 
lôesistenza di meccanismi fisiopatologici dellôattivazione piastrinica non ancora ben 
chiariti. Le piastrine, a differenza delle cellule circolanti nel sangue, non possiedono il 
nucleo ma come queste sono in grado di effettuare sintesi proteica de novo a partire 
da trascritti ereditati dai megacariociti in seguito ad attivazione o in determinate 
condizioni patologiche. Uno dei meccanismi di regolazione dellôespressione genica 
nelle cellule eucariotiche è mediato a livello post-trascrizionale dai miRNA, la cui 
attività, come ben noto, consente di bloccare la traduzione di un mRNA bersaglio in 
proteina. Studi recenti hanno dimostrato la presenza di questi piccoli RNA non 
codificanti allôinterno delle piastrine, attribuendo loro la probabile attivit¨ di modulatori 
piastrinici. Scopo principale del lavoro è stato stabilire in che modo le piastrine siano 
in grado di modificare il proprio proteoma (e quindi la loro stessa funzionalità) in 
seguito ad attivazione, al fine di ottenere una maggiore comprensione dei 
meccanismi fisiopatologici che regolano questo processo e di sperimentare nuove  
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strategie terapeutiche per la cura dei disordini vascolari occlusivi, responsabili del 
maggior tasso di mortalità nei paesi occidentali. 
 
2.3 Risultati e discussione 

 
2.3.1 Effetti dellôattivazione sul profilo di espressione degli mRNA piastrinici 
 
Plasma ricco di piastrine (PRP) è stato ottenuto dal sangue intero di ciascuno dei 15 
volontari reclutati per condurre lo studio, come descritto in Materiali e Metodi, ed 
opportuni controlli sono stati effettuati per valutare lôeventuale contaminazione 
leucocitaria. La purezza del PRP è stata analizzata mediante esperimenti di 
citometria a flusso in collaborazione con il Dipartimento di Scienze Toraciche e 
Respiratorie della Seconda Università di Napoli e analisi di RT-qPCR dei livelli di 
espressione dellôantigene di superficie CD45 specifico dei leucociti e quelli 
dellôantigene CD41 specifico invece delle piastrine (Landry P et al., 2009).  
Comô¯ possibile osservare in fig.10, il PRP purificato e filtrato mostra la presenza solo 
dellôantigene piastrinico CD41 corrispondente alla banda di 481bp rilevata. Lôassenza 
di una banda corrispondente allôantigene leucocitario CD45 nel prodotto amplificato 
mediante PCR ha confermato lôassenza di contaminazioni macroscopiche da leucociti 
e che il PRP isolato fosse idoneo per condurre gli esperimenti successivi.  
 

 

 
 
Figura 10. Analisi qualitativa del PRP purificato. RT-qPCR dei livelli di espressione degli antigeni di 
superficie CD41 e CD45 nel PRP dopo filtrazione; GAPDH è stato utilizzato come controllo. 

 
 
Come riportato in Materiali e Metodi, le piastrine purificate da ogni donatore sono 
state divise in 4 aliquote differenti, di cui una è stata processata immediatamente 
dopo la preparazione ed utilizzata come controllo basale (T0), mentre le restanti 3 
sono state trattate con ADP, collagene (COLL) o TRAP e sottoposte ad attivazione in 
vitro per 120 minuti a 37°C in agitazione.  
Gli effetti dellôattivazione indotta con i diversi agonisti sul trascrittoma piastrinico sono 
stati studiati grazie alla caratterizzazione dei profili di espressione degli mRNA 
mediante RNA-Seq. Tale metodica consente di ottenere un range dinamico di 
rilevazione (da livelli molto bassi a livelli più alti di RNA) e di misurare differenze di 
espressione tra i campioni talvolta anche minime. I 15 campioni di RNA totale isolato 
dopo attivazione dal PRP di ciascun volontario sono stati combinanti in 3 gruppi 
(replicati biologici), i quali una volta preparate le librerie indicizzate sono stati   
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2 volte (replicati tecnici). La procedura seguita per la preparazione delle librerie di 
sequenziamento ha permesso di purificare tutti i trascritti espressi nelle piastrine 
(Total RNA Seq) e non solo quelli codificanti proteine (mRNA Seq).  
Di conseguenza, i risultati del sequenziamento hanno permesso di identificare 10800 
RNA espressi significativamente nelle piastrine, di cui circa il 20% è rappresentato da 
RNA non codificante ed appartenente a differenti famiglie, quali i linc RNA (large 
intergenic non coding RNA) e gli snoRNA.  
Una volta identificati i trascritti espressi, lôanalisi differenziale dei livelli di espressione 
ha mostrato esigui cambiamenti del trascrittoma piastrinico in seguito ad attivazione 
ex vivo, per lo più rappresentati da mRNA la cui espressione si riduce rispetto ai 
valori basali. Per questo tipo di analisi è stato considerato un p-value Ò 0.05 ed un 
Fold-Change (FC) Ò -1.3 e Ó 1.3, dove per FC si intende il rapporto tra i livelli di 
espressione di un trascritto nelle piastrine attivate e quelli dello stesso trascritto nel 
controllo (T0). Dallôanalisi ¯ emerso, infatti, che dei 10800 trascritti espressi 
significativamente soltanto 102 sono differentemente espressi in risposta a COLL e 
356 in risposta a TRAP (fig. 11). Tali risultati, dunque, dimostrano che lôattivazione ex 
vivo con diversi attivatori fisiologici influenza in minima parte il trascrittoma piastrinico 
(circa lo 0,2%), con cambiamenti che si riflettono soprattutto nella riduzione dei livelli 
di espressione di alcuni trascritti dopo lo stimolo attivatorio. 
 

 
 
 
Figura 11. Effetti dellôattivazione ex vivo con COLL e TRAP sul trascrittoma piastrinico. Trascritti 
differenzialmente espressi in seguito ad attivazione con COLL e TRAP rispetto ai valori di espressione 
basali (T0) (p-value Ò 0.05 e FC Ò-1.3 e Ó 1.3). In rosso sono mostrati i trascritti i cui livelli di espressione 
aumentano dopo attivazione, mentre in verde sono rappresentati i trascritti per i quali si verifica una 
diminuzione dellôespressione dopo attivazione.  

 
 
2.3.2 Analisi quantitative del proteoma piastrinico dopo attivazione 
 
Per valutare gli effetti dellôattivazione sul proteoma piastrinico, le proteine totali isolate 
prima e dopo trattamento con TRAP o COLL sono state sottoposte ad analisi di 
proteomica quantitativa iTRAQ (isobaric Tag for Relative Quantitation) in 
collaborazione con lôIstituto di Biotecnologie dellôUniversit¨ di Helsinki. Questa 
metodica permette di identificare cambiamenti in termini quantitativi del proteoma di  
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un campione/soggetto trattato rispetto ad un controllo. Essa utilizza reagenti 
ñisobariciò per marcare le amine primarie delle proteine presenti in una miscela 
complessa da analizzare. La quantizzazione ¯ poi resa possibile dallôanalisi dei 
gruppi reporter generati durante la frammentazione dei peptidi nello spettrometro di  
massa. Dallôanalisi cos³ effettuata, complessivamente, sono state identificate 919 
proteine, di cui 732 quantificate in modo affidabile. La distribuzione globale dei dati di 
iTRAQ e il coefficiente di variazione (CV) mostrano una stretta correlazione tra i 
replicati (con CV di 0,20 e 0,17 per i campioni COLL e TRAP rispettivamente).  
 
 

 
 

 
Figura 12. Effetti dellôattivazione ex vivo con COLL e TRAP sul proteoma piastrinico. Delle 732 
proteine quantificate mediante proteomica quantitativa iTRAQ, 292 sono regolate dopo attivazione con 
COLL e 297 dopo attivazione con TRAP, e di queste 143 (circa la metà quindi) sono modulate in seguito 
ad attivazione con entrambi gli agonisti. In (A) sono riportate le proteine i cui livelli di espressione cambiano 
in maniera concorde in seguito ad attivazione con COLL e TRAP. In (B) e in (C) sono mostrate le proteine 
modulate dopo attivazione rispettivamente con COLL o TRAP.  
 
 

Gli esperimenti di proteomica quantitativa hanno rivelato, inoltre, che ben il 65% delle 
proteine sul totale di quelle identificate presenta variazioni significative dei livelli di 
espressione dopo attivazione in entrambi i replicati biologici (p-value Ò0.05 e FC Ò-1.3  
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e Ó1.3). Le proteine che mostrano un cambiamento significativo in risposta ai due 
attivatori sono state classificate in 3 gruppi: un primo gruppo di proteine i cui livelli di 
espressione cambiano con lo stesso andamento in seguito ad attivazione con COLL 
e TRAP (fig. 12A), un secondo gruppo che comprende le proteine regolate da COLL 
(fig. 12B) ed un terzo gruppo di proteine modulate dopo stimolazione con TRAP (fig. 
12C). I risultati ottenuti mostrano che TRAP ¯ lôagonista pi½ forte e per tale motivo sul 
gruppo di proteine da esso modulate ¯ stata condotta unôanalisi di Gene Ontology 
(GO) mediante il software IPA, valutando sia le categorie funzionali (fig.13A) sia i 
processi biologici (GO-BP, fig.13B) arricchiti significativamente. Tali proteine sono 
coinvolte nella risposta infiammatoria, nellôimmunit¨, nello sviluppo del sistema 
cardiovascolare, nel movimento cellulare e nella segnalazione cellula-cellula. 
 
 

 
 
Figura 13. Analisi funzionale delle proteine modulate dopo attivazione con TRAP. In figura sono 
mostrate le categorie funzionali (A) e i processi biologici (B) arricchiti ottenuti dallôanalisi di GO condotta 
con il software IPA. In (A) le categorie sono riportate come istogrammi e lôarricchimento ¯ espresso come 
log del p-value mentre in (B) sottoforma di parole (word cloud), la cui grandezza è inversamente 
proporzionale al p-value. 
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Successivamente, dal confronto dei dati di proteomica quantitativa con quelli di RNA-
Seq è stata trovata una scarsa corrispondenza tra le variazioni dei livelli di 
espressione delle proteine modulate dopo attivazione con COLL o TRAP e i livelli di 
espressione degli mRNA corrispondenti (fig.14). Infatti, i cambiamenti di espressione 
delle proteine dopo attivazione con COLL o TRAP significativi in entrambi i replicati 
biologici (p-value Ò0.05 e FC Ò-1.3 e Ó1.3) si verificano, nella maggior parte dei casi, 
in assenza di modulazione dei relativi trascritti.  
 

 

 
 
 
Figura 14. Confronto tra i cambiamenti di espressione delle proteine modulate dopo attivazione e 
dei corrispondenti trascritti. Scatter plot in cui è possibile osservare la scarsa correlazione tra i livelli di 
espressione delle proteine regolate in seguito a stimolazione con COLL o TRAP con quelli dei corrispettivi 
mRNA (p-value Ò0.05 e FCƅ1.3ƅ). 
 

 
Questi risultati suggeriscono che gli stimoli di attivazione promuovono una rapida ed 
estesa riorganizzazione del proteoma piastrinico che può dipendere, come già noto in 
letteratura, sia da variazioni della stabilità della proteina sia dalla capacità di 
effettuare sintesi proteica de novo a partire dai trascritti ereditati dai megacariociti in 
seguito ad attivazione o in condizioni patologiche (Gnatenko et al. 2009; Bray et al. 
2013).  
 
 
 

2.3.2 Effetti dellôattivazione sul miRNoma piastrinico 
 
Successivamente, partendo dalle evidenze sperimentali che dimostrano la presenza 
dei miRNA nelle piastrine (Landry P et al., 2009), è stata investigata lôipotesi 
dellôesistenza di meccanismi di regolazione post-trascrizionale mediati da tali piccoli 
RNA non codificanti che riuscissero a spiegare come alla riprogrammazione del 
proteoma non fosse associata la variazione dei trascritti in risposta allôattivazione 
piastrinica.  
In primo luogo è stata valutata la presenza di fattori chiave coinvolti nel 
processamento e nella maturazione dei miRNA. Le proteine totali estratte dal PRP 
nelle condizioni basali (T0) provenienti da ciascuno dei 15 volontari sono state 
combinate in gruppi e sottoposte ad SDS-PAGE e Western Blotting (fig.15). I risultati 
ottenuti mostrano che le piastrine quiescenti possiedono i principali componenti del 
pathway citoplasmatico di maturazione e regolazione dei miRNA, quali le proteine  


