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RIASSUNTO 

 

Introduzione: Le microparticelle (EMP) sono piccole vescicole liberate 

dalla superficie di membrana di cellule endoteliali in condizioni sia fisiolo-

giche che patologiche. Recenti studi hanno messo in evidenza che le EMP 

rappresentano trasportatori di microRNA capaci di modulare la funzionalità 

endoteliale con meccanismi non ancora definiti. E’ noto che l’attività proli-

ferativa delle cellule endoteliali viene regolata da recettori “accoppiati alla 

proteina G”, come il recettore GLP-1 (GLP1R).Obiettivo di questo studio è 

stato di verificare l’effetto delle microparticelle ottenute da cellule cresciute 

in condizioni di glucosio normale (EMP) o in condizioni di elevato glucosio 

(iEMP) sull’espressione di miR-126, sulla proliferazione e sulla migrazione 

cellulare e sulla espressione di GLP1R nelle cellule endoteliali.  

Metodi: Le EMP sono state generate incubando cellule endoteliali umane 

(HCAEC) per 24h in terreno privo di supplementi di crescita. Le iEMP sono 

state ottenute pre-stimolando le cellule con elevata concentrazione di gluco-

sio (30mM) per 72h. In seguito, le cellule HCAEC sono state incubate con 

le EMP o con le iEMP per 24h. L’espressione genica di miR-126 è stata de-

terminata mediante qPCR Real Time e l’espressione proteica di GLP1R 

mediante Western Blot. L’effetto proliferativo di EMP, iEMP è stato valuta-

to mediante xCELLigence System (Roche) e la migrazione mediante 

Scratch Assay. 

Risultati: Le EMP favoriscono la proliferazione e la migrazione cellulare 

mediante il trasferimento di miR-126; miR-126 riduce l’espressione di 

SPRED-1, proteina che regola negativamente la proliferazione cellulare 

attraverso l'inibizione della via Ras/ERK chinasi; le iEMP invece, hanno un 

ridotto contenuto di miR-126, attenuano la proliferazione e la migrazione 

delle cellule endoteliali; è ipotizzabile che tale meccanismo sia dovuto alla 

riduzione dell’espressione proteica del recettore GLP-1R. La riduzione 

dell’espressione di GLP-1R indotta da iEMP inibisce l’attivazione di ERK 
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1/2, direttamente coinvolta nella regolazione della proliferazione cellulare 

endoteliale. 

Conclusione: Questo studio dimostra per la prima volta che i microRNA 

presenti nelle microparticelle possono agire da mediatori di comunica-

zione intercellulare in quanto possono essere trasferiti all’interno di cel-

lule target per modularne diverse attività metaboliche, come la prolifera-

zione e migrazione cellulare. 
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ABSTRACT 

 
Introduction: Microparticle are membrane vesicles shed from the plasma 

membrane of endothelial cells generated in physiological and pathological 

conditions. Recent studies have shown that EMP may represent important 

transporters for cytokines, proteins and microRNA. The aim of this study 

was to investigate, in endothelial cells, the effect of microparticles (EMP) 

from HCAEC exposed to normal-glucose condition or to high-glucose con-

dition (iEMP) on miR-126 expression, on cell proliferation and migration. 

Methods: EMP were generated from HCAEC exposed to basal medium 

without growth supplements for 24 h. Microparticles derived from glucose-

trated HCAEC were defined as “injured” EMP (iEMP).  HCAEC were in-

cubated with EMP or iEMP for 24 h. Microarray analysis was performed by 

TaqMan microRNA Array. miR-126 expression was determined by qPCR 

Real-Time, SPRED-1 and GLP-1R protein expression by Western Blot. Cell 

proliferation was measured using xCELLigence system (Roche) and cell 

migration by Scratch Assay. 

Results: EMP promote cell proliferation and migration by delivering func-

tional miR-126 into recipient cells. This leads to downregulation of target 

protein SPRED-1, a negative modulator of Ras/ERK pathway. iEMP, which 

contain a lower amount of miR-126 in comparison to EMP, reduce cell pro-

liferation by repressing GLP-1R protein expression and by decreasing ERK 

pathway activation.  

Conclusion: This study demonstrates for the first time that endothelial func-

tion may be improved by EMP through a release of miR-126 but not in the 

presence of iEMP. Therefore, EMP may represent a new opportunity to 

transfer a desired biological message into target cells as therapeutic tool in  

cardiovascular diseases. 
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INTRODUZIONE 

1.VESCICOLE EXTRACELLULARI 
 

La comunicazione cellulare rappresenta un processo cruciale negli 

organismi multicellulari e comprende una serie complessa di segnali, grazie 

ai quali le cellule sono in grado di coordinare le proprie attività a diversi li-

velli fino a regolarne il fenotipo1. Questi segnali possono originare diretta-

mente all’interno della cellula ed agire direttamente sulla cellula stessa (co-

municazione intracellulare), o possono provenire da altre cellule o 

dall’ambiente extracellulare ed agire su specifiche cellule bersaglio (comu-

nicazione intercellulare). 

I segnali cellulari coinvolti nella comunicazione intercellulare pos-

sono essere rappresentati da ormoni, neuro-trasmettitori e dalle “vescicole 

extracellulari“2. Mentre per gli ormoni e per i neurotrasmettitori le modalità 

di secrezione e i meccanismi d’azione sono generalmente ben noti 3, per le 

“vescicole extracellulari” sono ancora poco conosciuti.  

Le vescicole extracellulari sono trasportate dai fluidi biologici e sono 

in grado di trasferire materiale genetico, citochine, molecole di adesione in 

cellule vicine o in cellule notevolmente distanti dal luogo di produzione 4. 

Attraverso questo “nuovo” sistema di comunicazione, le cellule ac-

quisiscono e si assicurano un ulteriore modo di regolazione delle funzioni 

cellulari quali la crescita, la proliferazione, la secrezione di molecole speci-

fiche e la sopravvivenza in particolari condizioni pato-fisiologiche 5. Pertan-

to, una migliore comprensione dei meccanismi di azione delle vescicole e-

xtracellulari può favorire lo sviluppo di nuove strategie terapeutiche nei 

confronti di diverse patologie come il cancro, le patologie autoimmuni e in-

fiammatori, il diabete, le malattie cardiovascolari e le malattie cronico-

degenerative. 
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1.1 Storia delle vescicole extracellulari 
 

Il termine suggerito per descrivere il processo di rilascio delle vesci-

cole fu inizialmente “rececrine”, termine riferito alla secrezione di un recet-

tore cellulare attivo incorporato all'interno della particella e trasferito a cel-

lule target dove esplica le proprie funzioni ectopiche 6. Comunque, la sco-

perta delle vescicole extracellulari risale al 1940, quando Chargaff e West 

identificarono nel plasma la presenza di fattori subcellulari capaci di pro-

muovere la coagulazione del sangue 7. Più di 20 anni dopo, Wolf identificò 

nel plasma umano frammenti piastrinici che denominò “polvere piastrinica” 
8. Questa “polvere” conteneva delle vescicole, di diametro inferiore a 0.1 

µm, capaci di promuovere la coagulazione. Nel 1983, Pan osservò che dai 

reticolociti venivano rilasciate vescicole nello spazio extracellulare 9. Ini-

zialmente queste vescicole vennero considerate come dei detriti di membra-

na inerti, privi di significato biologico. Successivamente, nel 1994, Satta 

osservò che il surnatante dei monociti stimolati con endotossina batterica 

(lipopolisaccaride, LPS) conteneva il fattore tissutale funzionalmente attivo 
10. Il fattore tissutale, iniziatore della coagulazione, è una proteina di mem-

brana che funziona solo se legato alla membrana cellulare. Questo significa-

va che le cellule stimolate erano in grado di rilasciare parti di membrana 

biologicamente attive a cui era legato il fattore tissutale. 

Da allora, il ruolo delle vescicole extracellulari nella comunicazione 

intercellulare, attraverso il trasferimento di proteine, lipidi e acidi nucleici, 

ha acquisito una notevole importanza. Numerosi studi hanno descritto come 

le vescicole extracellulari, isolate dalla maggior parte dei fluidi corporei, 

siano in grado di regolare non solo i normali processi fisiologici come la 

riparazione tissutale e la coagulazione, ma siano anche coinvolte in molti 

processi patologici come il diabete mellito di tipo 2, l'aterosclerosi, l'iperten-

sione arteriosa e l'infarto miocardiaco 11,12. Le vescicole extracellulari e il 

loro contenuto rappresentano quindi una classe di targets terapeutici in gra-

do di modulare la rigenerazione tissutale e la risposta immunitaria. 
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1.2 Classificazione delle Vescicole Extracellulari 
 

 Le vescicole extracellulari sono dunque un gruppo eterogeneo di 

particelle che possono essere principalmente suddivise in tre gruppi: esoso-

mi, microparticelle (MP) e corpi apoptotici 13. Questa classificazione viene 

fatta in relazione alla grandezza o dimensione della particella, alla diversa 

composizione lipidica e alla densità 14. La Tabella 1 riassume le caratteristi-

che biofisiche di questi 3 gruppi di vescicole.  

Gli esosomi sono le vescicole più piccole, con diametro tra 40 nm e 

100 nm, con dimensioni generalmente omogenee mentre le MP presentano 

una forma irregolare con un diametro massimo di 1000 nm ed una densità 

non ancora determinata. I corpi apoptotici sono le vescicole più grandi con 

diametro tra 50 e 4000 nm e densità maggiore rispetto alle altre due classi. 

Similmente alle MP, i corpi apoptotici hanno una forma estremamente irre-

golare e ciò rende la loro discriminazione morfologica assai complessa. 

Per quanto riguarda la composizione lipidica, esperimenti di spet-

trometria di massa, in vescicole isolate da differenti linee cellulari, hanno 

identificato la presenza di differenti classi di lipidi caratterizzate da fosfo-

gliceridi, sfingolipidi e steroidi 15. La particolare composizione lipidica di 

ogni categoria di vescicole contribuisce a determinare la rigidità e l'efficien-

za di trasporto. Peraltro, tutte le vescicole sono accomunate dalla presenza 

di residui di fosfatidilserina più o meno esposti nelle tre diverse categorie di 

vescicole 16. 

 Esosomi Microparticelle Corpi Apoptotici 

Dimensione (diametro) 40-100 nm 100-1000 nm 50-4000 nm 

Densità 1,13-1,19 g/cm3 Non definita 1,16-1,28 g/cm3 

Composizione lipidica PS 
Colesterolo 
Ceramide 

PS 
Colesterolo 

PS 

Referenze Vidal et al. (1989); Heijnen 
et al. (1999); Subra et al. 
(2007); Trajkovic et al. 
(2009) 

Scott et al. (1984); 
Zwaal et al. (1992); 
Bucki et al. (1998) 

Stuart et al. (1998 

Tabella 1: Caratteristiche biochimiche delle vescicole extracellulari 
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1.3 Formazione e Rilascio di Vescicole Extracellulari: Biogenesi 
 

Unitamente alle proprietà biofisiche, anche il diverso meccanismo di 

rilascio delle vescicole extracellulari concorre a distinguere i tre diversi 

gruppi di vescicole (Figura 1) 17. Secondo recenti studi le MP vengono rila-

sciate nello spazio extracellulare per gemmazione dalla membrana plasmati-

ca come conseguenza di un'attivazione dovuta principalmente a stress cellu-

lare, ad aumento del calcio intracellulare o a diminuzione dei livelli di cole-

sterolo della membrana plasmatica cellulare 18,l9. 

I corpi apoptotici, come suggerisce il loro nome, vengono rilasciati 

durante le fasi terminali dell'apoptosi e si originano da cellule apoptotiche 

per frammentazione 20. Infine, la biogenesi degli esosomi origina dalla for-

mazione di compartimenti multivescicolari a livello citoplasmatico, che 

vengono rilasciati nell’ambiente extracellulare per fusione con la membrana 

plasmatica 21. 

 

 

 

Figura 1. Meccanismi di rilascio delle vescicole extracellulari; a) rilascio di microparti-

celle; b) rilascio di corpi apoptotici; c) rilascio di esosomi. 

 

In questo studio, verrano prese in esame in particolar modo le MP, 

poiché recenti studi hanno evidenziato il loro ruolo chiave come biomarkers 

in malattie cardiovascolari associate a danno endoteliale.  
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2. MICROPARTICELLE (MP) 
 

 La formazione e il rilascio di MP avviene principalmente durante 

due processi biologici diversi: l'attivazione cellulare indotta da stimoli 

proinfiammatori o protrombotici e l'apoptosi cellulare 22.  

Nonostante i meccanismi cellulari che rilasciano le MP non siano stati anco-

ra completamente definiti, la riorganizzazione dei fosfolipidi di membrana e 

quindi l’architettura della cellula della membrana plasmatica svolge un ruo-

lo fondamentale nella biogenesi delle MP 23. 

Nelle cellule quiescenti, la distribuzione dei fosfolipidi nel doppio 

strato è asimmetrica, con i fosfolipidi dotati di carica (fosfatidilserina) loca-

lizzati nello strato interno, mentre i fosfolipidi neutri, come la fosfatidilcoli-

na, in quello esterno. La distribuzione asimmetrica è di tipo dinamico ed è 

controllata da tre proteine: floppasi, flippasi e scramblasi che sono regolate 

dal Ca2+ intracellulare e da stimoli esogeni ed endogeni. 

L’aumento del calcio intracellulare, infatti, provoca l’inibizione della  

flippasi e l’attivazione della  floppasi e della scramblasi inducendo alla lun-

ga  un cambiamento della posizione dei fosfolipidi che passano dallo strato 

interno a quello esterno. Inoltre, l’aumento del calcio intracellulare attiva 

alcune proteasi tra cui la calpaina, che induce la riorganizzazione e/o la di-

struzione del citoscheletro. La riorganizzazione del citoscheletro associata 

all’accumulo dei fosfolipidi nello strato esterno della membrana, soprattutto 

di fosfatidilserina, permette la formazione e il rilascio di MP. Questi eventi 

sono illustrati nella Figura 2. 
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Figura 2. Rappresentazione schematica dei meccanismi di formazione delle microparticel-

le. (A) In cellule quiescenti solo la flippasi è attiva permettendo la localizzazione della fo-

sfatidilserina (PS) nello strato interno. (B) L’aumento delle concentrazioni di calico intra-

cellulari attiva la floppasi e la scramblasi e induce la riorganizzazione del citoscheletro. 

(C) Le microparticelle espongono PS e contengono proteine e acidi nucleici della cellula di 

origine. 

 

2.1 Origine delle MP 
 

In vitro, il processo di rilascio è stato identificato in diverse tipi di 

cellule 24. Le principali cellule capaci di rilasciare MP sono: eritrociti, glo-

buli bianchi, piastrine e cellule endoteliali. 

 

Eritrociti 

Gli studi condotti da Wagner nel 1986 hanno dimostrato che gli eri-

trociti umani trattati con lo ionoforo del Ca2+ (A23187), in presenza di Ca2+, 

rispondono rilasciando MP 25. Anche eritrociti normali rilasciano MP in se-

guito a deplezione di ATP, trattamento termico (49 °C) o incubazione con 
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diamide o idrazina (5 mMol/L). MP derivate da eritrociti sono state identifi-

cate anche in diverse condizioni patologiche associate a complicanze trom-

botiche 26. Generalmente, queste MP sono individuate mediante il legame di 

anticorpi con la glicoforina A (CD235a), una proteina unicamente espressa 

sulla membrana degli eritrociti. 

 

Globuli bianchi 

 Le MP vengono anche rilasciate dalla maggior parte dei leucociti: 

monociti, granulociti e linfociti 27. Queste cellule hanno un peculiare ruolo 

nella trombosi e nell'infiammazione, processi coinvolti nello sviluppo e nel-

la progressione delle malattie cardiovascolari. 

In seguito ad esposizione a vari stimoli, tra cui l'endotossina lipopo-

lisaccaride, i monociti rilasciano MP nello spazio extracellulare. Alcuni stu-

di hanno dimostrato che queste MP possono avere sia attività trombotica che 

non trombotica. Infatti, le MP derivate da monociti ed esprimenti il fattore 

tissutale (TF), una glicoproteina necessaria per la formazione della trombi-

na, costituiscono un'importante classe di MP trombogeniche 10. D'altra parte 

la funzione regolatoria non trombotica è stata dimostrata da Gasser e colla-

boratori nelle MP rilasciate dai linfociti capaci di aderire ai monociti e con-

seguentemente di indurre una risposta infiammatoria 28. 

Le MP rilasciate dai neutrofili invece presentano sulla loro superficie 

molecole di adesione proinfiammatorie come le selectine, ed enzimi capaci 

di degradare la matrice extracellulare. Queste MP sono state identificate nel 

sangue di soggetti normali e in pazienti con sepsi meningococcica 29. Le MP 

derivate da monociti vengono identificate mediante il recettore CD14, un 

recettore fortemente espresso sulla loro superficie 30. 

 

Piastrine 

 Le MP piastriniche possono essere generate dai megacariociti e sono 

tipicamente identificate mediante l'espressione di markers piastrinici costitu-

tivi quali CD41, CD42b o CD61 31. Le microparticelle piastriniche esprimo-

no sulla superficie vari antigeni come la glicoproteina (GP) Ia, GPIIa, 
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GPIIb, GPIIIa, von Willebrand Factor (VWF), P-selectina, trombospondina 

e recettori per le chemochine (es. CXCR4). Le caratteristiche immunofeno-

tipiche delle MP piastriniche, la loro composizione fosfolipidica e il conte-

nuto in colesterolo riflettono sia lo stato funzionale delle piastrine rilascianti 

MP che la natura dello stimolo indotto 32.  

La formazione di MP da piastrine avviene come conseguenza 

dell’attivazione indotta da epinefrina, adenosina difosfato, collagene o 

trombina 33. Le MP piastriniche contengono internamente un’elevata densità 

di P-selectina e di β-integrina, mentre esternamente la superficie risulta es-

sere 50-100 volte più procoagulante rispetto a quella delle piastrine attivate. 

L’aumentata formazione di MP piastriniche è stata documentata in molte 

condizioni cliniche associate ad eventi trombotici 34. Inoltre, le MP piastri-

niche interagiscono attivamente con l'endotelio e con le cellule del sangue 

contribuendo così alla regolazione delle loro funzioni. Infatti, l'interazione 

con le cellule endoteliali può favorire l'upregolazione di molecole di adesio-

ne ed indurre di conseguenza una risposta infiammatoria 35. 

 

Cellule endoteliali 

 Le microparticelle endoteliali (EMP) circolanti vengono identificate 

e misurante mediante antigeni costitutivamente espressi dalle cellule endote-

liali mature (es. CD31, CD51, CD105, CD144 e CD146) 36. In modo parti-

colare, CD144 e CD146 rappresentano markers endoteliali specifici poiché 

sembra che nell’uomo, non siano espressi in nessun’altra cellula del sangue. 

 Inoltre, l'analisi delle composizione antigenica delle EMP, utilizzan-

do metodi di proteomica, ha evidenziato la presenza di molteplici proteine 

come enzimi metabolici e proteine coinvolte in processi di adesione e fusio-

ne, suggerendo quindi il loro ruolo come messaggeri extracellulari 37.  

 Le cellule endoteliali generano EMP in seguito all’esposizione in 

vitro con trombina, lipopolisaccaride, citochine (interleuchina-1 e TNF-α). 

Jimenez e collaboratori dimostarono che il rilascio di EMP varia quantitati-

vamente e qualitativamente in base allo stimolo indotto. Indipendentemente 

dalle loro caratteristiche antigeniche, i valori di EMP riflettono la presenza 
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di disfunzione endoteliale 38. Per esempio, è stata dimostrata una forte asso-

ciazione tra elevati livelli di EMP (CD31+, CD51+, CD144+) e anormalità 

vascolari sia dal punto di vista strutturale che funzionale.  

 Inoltre, nelle patologie cardiovascolari, il numero delle EMP sembra 

strettamente correlato con la presenza di placche coronariche non calcificate 
39. Per di più queste MP possono rappresentare un link tra la disfunzione 

endoteliale e la trombosi arteriosa. Infatti, in vivo, le MP rilasciate da cellule 

endoteliali, presentano sulla loro superficie il fattore tissutale. Nonostante il 

ruolo di questo fenomeno non sia ancora del tutto noto, le EMP sono consi-

derate, insieme alle MP monocitarie, una delle principali fonti di fattore tis-

sutale circolante 40.  

 

2.2 Composizione delle MP 
 

Membrana esterna 

 Le membrane delle MP sono costituite principalmente da lipidi e da 

proteine, la cui composizione biochimica varia a seconda dello stimolo subi-

to dalle cellule, anche se derivanti dalla stessa linea cellulare. Una rappre-

sentazione schematica della composizione delle MP è riportata in Figura 3. I 

fosfolipidi carichi negativamente sono raffigurati in nero e sono disposti 

nello strato interno nella cellula non attivata e nello strato esterno nella cel-

lula attivata e di conseguenza nelle MP. In seguito all'attivazione cellulare 

alcune molecole localizzate nella membrana cellulare vengono upregolate.  

 

Figura 3. Rappresentazione schematica della generazione e composizione delle MP. 
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Lipidi 

Le MP sono rivestite da un doppio strato fosfolipidico. Nelle cellule, 

la distribuzione asimmetrica dei fosfolipidi è solitamente alterata durante la 

formazione delle MP, con conseguente esposizione sulla superficie esterna 

dei fosfolipidi carichi negativamente, come fosfatidilserina e fosfatidiletano-

lammina. Questa collocazione riveste un ruolo importante negli effetti in 

vivo delle MP poiché la fosfatidilserina lega efficientemente fattori di coa-

gulazione 41. La composizione fosfolipidica delle MP nei soggetti sani con-

siste principalmente di fosfatidilcolina (circa 60%), di sfingomielina, fosfa-

tidiletanolammina e fosfatidilserina 42. Fourcade et al riportarono che la 

composizione fosfolipidica di MP derivanti da pazienti con artrite era mag-

giormente costituita da fosfatidilcolina, fosfatidiletanolammina, sfingomie-

lina e lisofosfolipidi (20-25%) mentre solo una piccola percentuale era co-

stituita da fosfatidilcolina 43. Questo suggerisce che la composizione fosfo-

lipica differisce tra vari tipi di cellule e che stimoli proinfiammatori induco-

no il rilascio di MP con differente composizione fosfolipica.  

 

Proteine 

Le MP espongono sulla superficie della membrana esterna antigeni 

specifici derivanti dalla cellula di origine. Questa identificazione antigenica 

è sempre presente sulla superficie cellulare e permette la determinazione 

dell'origine cellulare delle MP (Figura 4) 44.  
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Figura 4. Marker di superficie identificativi dell’origine delle MP. 

 

 La membrana delle MP contiene anche molecole upregolate o traslo-

cate in seguito ad attivazione cellulare o ad uno stimolo apoptotico. Per e-

sempio, cellule endoteliali attivate rilasciano MP esprimenti E-selectina 

mentre MP piastriniche espongono molecole come P-selectina e glicopro-

teina 53, entrambe derivante dalla membrana dei granuli intracellulari 45,46. 

 

Interno 

Internamente, le MP contengono un ampio spettro di molecole bioat-

tive. Durante il processo di gemmazione, le MP internalizzano anche por-

zioni di citoplasma della cellula di origine e questo implica che il contenuto 

è ricco in citochine (IL-1β, CCL5), enzimi (MMPs, caspasi 1), fattori di cre-

scita (VEGF, bFGF, PDGF) e proteine di segnale. Recentemente è stata di-

mostrata la presenza anche di mRNA e di microRNA in alcune MP (Figura 

5) 47,48.   
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Figura 5. Componenti delle MP. 

 

2.3 Funzioni delle MP 
 

Nonostante le MP siano state inizialmente considerate detriti cellula-

ri inerti, successivamente numerosi studi hanno descritto il loro ruolo come 

veicoli per lo scambio intercellulare di segnali biologici e di informazioni. 

Le MP modulano proprietà cellulari e risposte, esponendo molecole bioatti-

ve capaci di legarsi e di attivare recettori presenti sulla superficie delle cel-

lule target, o trasferendo direttamente parte del loro contenuto tra cui protei-

ne, lipidi bioattivi o RNA 49. Questo trasferimento può essere facilitato da 

interazioni momentanee o può richiedere una stabile associazione, fusione 

di membrana o incorporazione delle MP all’interno della cellula target (Fi-

gura 6) 50,51.  

In base alla loro capacità di trasferire parte del contenuto a cellule 

target, le MP, quantitativamente e qualitativamente, integrano i tradizionali 

metodi di comunicazione intercellulari, caratterizzati da secrezione di mole-

cole segnale o interazioni fisiche di proteine di membrana. Questo sistema 

di trasferimento transcellulare basato sulle MP stabilisce una rete integrata 

di comunicazione in cui specifiche proprietà ed informazioni possono essere 

rapidamente condivise tra le cellule e particolari processi, come il manteni-

mento dell’omeostasi vascolare, vengono più efficacemente coordinati. In 

particolare, in certe condizioni fisiopatologiche, le MP aggravano processi 

deleteri come l’infiammazione e la trombosi 52. 
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Figura 6:Meccanismi di trasferimento di segnali o di contenuto dalle MP alle cellule 

target.  

 

 

Trasferimento di recettori di membrana 

Il trasferimento di recettori ancorati alla membrana mediato dalle 

MP induce alterazioni fenotipiche a livello delle cellule target, rendendo co-

sì queste cellule suscettibili a nuove interazioni. Il meccanismo di trasferi-

mento avviene mediante fusione di frammenti di membrana delle MP e suc-

cessivo rapido trasferimento dei recettori sulla superficie della membrana 53. 

 

Rilascio di proteine 

Le MP possono anche trasferire proteine come citochine, chemochi-

ne e fattori di crescita alle cellule target con conseguente modulazione di 

proprietà costitutive delle cellule stesse. Numerosi studi hanno dimostrato 

che le MP contengono e trasferiscono efficientemente citochine proinfiam-

matorie come l’interleuchina-1β (IL-1β). Similmente all’IL-1β, la citochina 

CCL5 presente negli α-granuli viene ridistribuita nelle MP piastriniche in 

seguito all’attivazione piastrinica e anche sulla superficie di endotelio in-

fiammato e aterosclerotico, per promuovere il reclutamento dei monociti 54. 

In particolare, CCL5 originato da piastrine attivate viene più efficientemente 
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trasferito alle cellule endoteliali quando viene secreto attraverso le MP ri-

spetto a quando viene direttamente rilasciato nella sua forma solubile. Inol-

tre, recenti evidenze sperimentali hanno dimostrato che il fattore trascrizio-

nale PPARγ (peroxisome proliferator-activated receptor) derivato da piastri-

ne attivate e complessato con il recettore retinoico X è specialmente associa-

to con le MP piastriniche 55.  

 

Trasferimento di lipidi bioattivi 

Barry et al. hanno dimostrato che le MP possono alterare le funzioni 

cellulari attraverso il trasferimento di lipidi. Concretamente, è stato dimo-

strato che le MP piastriniche inducono attivazione piastrinica attraverso il 

trasporto transcellulare di acido arachidonico (AA), il quale di conseguenza 

viene metabolizzato a trombossano A2, un forte agonista piastrinico e vaso-

costrittore 56. Inoltre, la frazione di AA contenuto nelle MP piastriniche può 

modulare le funzioni delle cellule endoteliali, attivando una cascata di se-

gnali molecolari che inducono chemiotassi e adesione dei monociti 57.  

 

Trasferimento di microRNA 

 Le MP sono anche in grado di trasferire sostanziali quantità di 

mRNA e di microRNA. Il  trasferimento di informazioni genetiche altera di 

conseguenza l’espressione di geni sia in cellule vicine che distanti. In segui-

to alle interazioni con le cellule target e alla successiva internalizzazione, le 

MP riescono a riprogrammare il fenotipo delle cellule target e conferiscono 

specifiche caratteristiche, in diverse condizioni 58. Esperimenti di microar-

ray e di RT-PCR quantitativa hanno indicato che, in analogia alle proteine e 

ai recettori di superficie, le MP trasferiscono uno specifico insieme di 

mRNA. Il meccanismo alla base di questa selettività rimane ancora da chia-

rire, ma è ipotizzabile che l’RNA immagazzinato nelle MP dipenda dagli 

stimoli che inducono il rilascio di MP 59.  

Oltre all’mRNA, è stato recentemente dimostrato che le MP trasferi-

scono microRNA sia prematuri che maturi 60.  
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2.4 Il ruolo fisiologico delle MP 
 

 Le MP svolgono un importante ruolo nella fisiologia cellulare in 

quanto sono implicate nella comunicazione intercellulare come vettori bio-

logici, capaci di scambiare informazioni genetiche e non 61. In condizioni 

normali, il numero di EMP circolanti è molto basso e ciò è dovuto al fatto 

che il turnover endoteliale è un processo molto lento, che dipende dal bilan-

cio tra la proliferazione e la morte cellulare. In questa condizione, le EMP 

svolgono in particolare un ruolo benefico nella protezione della funzionalità 

endoteliale, in quanto sono in grado di aumentare la sopravvivenza cellula-

re, inibire la apoptosi e la necrosi cellulare e liberare sostanze ad azione an-

ti-coagulativa e anti-infiammatoria 62.  

In presenza di uno stimolo patologico o meccanico (es. pressione e-

levata) il turnover endoteliale accelera con conseguente aumento di MP rila-

sciate dalle cellule. Pertanto le MP rilasciate in seguito a condizioni di stress 

non differiscono solo in numero, ma anche in composizione e funzione, fa-

vorendo la progressione di alterazioni vascolari, come un aumento del grado 

di infiammazione, di coagulazione e di adesione dei monociti a livello endo-

teliale 12. L’effetto procoagulante delle MP è dovuto alla capacità dei residui 

di fosfatilserina, esposti sulla loro superficie esterna, di legare ed attivare 

fattori coagulativi e alla presenza del fattore tissutale (TF), iniziatore della 

cascata coagulativa. Similmente alla coagulazione, anche i processi infiam-

matori contribuiscono alla patogenesi delle malattie vascolari. Le MP sono 

implicate nella risposta infiammatoria, stimolando l’espressione di geni pro-

infiammatori nelle cellule endoteliali e promuovendo la produzione di cito-

chine e di molecole di adesione 63.  

 Inoltre, a livello endoteliale, le EMP possono indurre disfunzione 

endoteliale, riducendo la sintesi dell’ ossido nitrico e aumentando lo stress 

ossidativo mediante il rilascio di specie reattive dell’ossigeno (ROS) 64.  

Riassumendo. le MP sono strutture biologiche complesse che mo-

strano un ampio spettro di funzioni dipendenti dalla composizione dei fosfo-

lipidi di membrana, dal loro contenuto vescicolare e dall’origine cellulare. 
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Alla luce dei più recenti studi, il ruolo fisiologico delle MP nella regolazio-

ne dell’omeostasi vascolare rimane non del tutto chiarito.  

Diversi fenotipi di MP possono essere identificati in vivo e a seconda 

delle condizioni fisiopatologiche dell’individuo, le MP possono svolgere un 

ruolo patologico o ricoprire un effetto benefico sull’endotelio (Figura 7) 65. 

 

 

 

 

Figura 7. Possibile meccanismo che descrive il ruolo fisiologico e patologico delle MP. 
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3. microRNA 
 

I microRNA costituiscono una famiglia di RNA, altamente conserva-

ti e non codificanti, di lunghezza compresa tra i 21 e i 25 nucleotidi, il cui 

ruolo fondamentale è quello di regolare negativamente l’espressione genica 

a livello post-trascrizionale. I microRNA agiscono mediante il riconosci-

mento di specifici mRNA targets e ne determinano la degradazione o la re-

pressione della traduzione.  

La scoperta dei microRNA avvenne nel 1993 e da allora i microRNA 

hanno suscitato un notevole interesse grazie alle loro caratteristiche funzio-

ni. Nel corso degli anni, evidenze sperimentali hanno infatti dimostrato che i 

microRNA sono coinvolti nella regolazione di molteplici processi cellulari 

come proliferazione, differenziazione, invecchiamento e morte cellulare.  

 Il primo miRNA individuato, lin-4, è stato identificato nel nematode 

Caenorhabditis elegans ed è coinvolto nella regolazione dello sviluppo delle 

varie fasi larvali. Da allora, attraverso numerose ricerche, sono state compu-

tazionalmente predette e/o direttamente identificate diverse migliaia di que-

sti piccoli RNA regolatori, presenti in numerosi organismi, tra cui per primi 

C. elegans, Drosophila e l’uomo 67. Studi successivi hanno confermato che 

la regolazione dell’espressione genica effettuata da questi piccoli RNA non 

è quindi ristretta a poche specie animali e può essere un meccanismo gene-

rale presente in molti organismi multicellulari. 

 Attualmente, i miRNA sono stati identificati in un gran numero di 

organismi multicellulari ed è stimato che il genoma dei vertebrati può codi-

ficare diverse centinaia di miRNA, che possono regolare circa il 30% dei 

geni 66. 
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3.1 Biogenesi dei microRNA 
 

I microRNA sono trascritti dall’enzima RNA polimerasi II a partire 

da un primo precursore definito primary miRNA (pri-miRNA) (Figura 8).  

 I pri-miRNA rappresentano molecole di RNA a singolo filamento che si 

ripiegano a formare una parziale doppia elica in seguito all’appaiamento di 

sequenze complementari. La struttura dei pri-miRNA è quindi quella di una 

forcina (stem-loop) da cui origineranno i pre-miRNA 68. 

Nel nucleo i pri-miRNA vengono processati a livello della base della 

“forcina” da una RNA-endonuclesi di tipo III, Drosha. Grazie all’azione di 

questo enzima, dai pri-miRNA generano i pre-miRNA, strutture “stem-

loop” di circa 70 nucleotidi. Il riconoscimento da parte di Drosha necessita 

dell’interazione di questo enzima con una seconda proteina, Pasha (Partner 

of Drosha), che riconosce la struttura secondaria della base della “forcina” e 

sequenze fiancheggianti questa regione, generalmente situate a non più di 

125 nucleotidi di distanza 69. In seguito i pre-miRNA vengono attivamente 

traslocati al citoplasma grazie all’azione sinergica di Ran-GTP ed Exportin-

5.  

Una volta nel citoplasma i pre-miRNA vengono sottoposti all’azione 

catalitica di un’altra RNA-endonucleasi di tipo III: Dicer. Con questo pas-

saggio i filamenti dei pre-miRNA sono processati nella forma di duplex, di 

circa 23 paia di basi.  

Queste molecole di RNA a doppia elica vengono indicate come 

miRNA:miRNA*, in cui miRNA è il filamento che sarà incluso nell’“RNA-

Induced Silencing Complex” (RISC); il filamento miRNA* sarà invece de-

gradato. Il RISC è un complesso ribonucleo-proteico composto dal miRNA 

a singolo filamento e da una varietà di proteine, tra le quali risultano fonda-

mentali per l’attività del complesso le proteine della famiglia Argonaute. 

L’associazione microRNA-RISC comporta la repressione di geni 

target in seguito a degradazione e/o inibizione translazionale. Il riconosci-

mento del target richiede la specifica interazione tra microRNA e sequenze 

di riconoscimento localizzate a livello della regione 3’ UTR del mRNA. At-
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traverso la repressione di geni target, i microRNA inducono importanti alte-

razioni a livello di espressione genica implicate in fondamentali aspetti bio-

logici.  

 

 

 

Figura 8. Biogenesi dei microRNA. microRNA viene prodotto nel nucleo come precursore 
di microRNA maturo (pri-miRNA). Pri-miRNA è una sequenza di RNA a doppio filamento 
di lunghezza di circa 70 paia di basi che contiene spesso più sequenze microRNA maturi. 
Pri-miRNA viene sottoposto a processamento che permette di ottenere, attraverso clivaggi 
successivi, la sequenza di microRNA matuto (circa 20 paia di basi). Esistono due ribonu-
cleasi Drosha (nel nucleo) e Disher (nel citosol) che, aiutate da specifici cofattori, fram-
mentano pri-miRNA fino ad ottenere la sequenza di microRNA maturo. microRNA maturo 
si lega alle proteine appartenenti ad “Argonaute Family” per formare il complesso che 
interagisce con mRNA target. 
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3.2 microRNA nelle MP 
 
La maggior parte dei microRNA è presente all’interno della cellula; 

nonostante ciò piccole quantità di microRNA sono state identificate anche a 

livello extracellulare. Numerosi studi hanno infatti dimostrato la presenza di 

microRNA nei fluidi corporei tra cui plasma, saliva ed urina 70. I microRNA 

extracellulari risultano notevolmente stabili nonostante l’intensa attività de-

gli enzimi RNasi. Questa stabilità suggerisce che i microRNA usufruiscono 

di particolari meccanismi capaci di proteggerli dalla digestione da parte del-

le RNasi.  

Recenti studi hanno di fatto dimostrato che i microRNA rilasciati a 

livello extracellulare vengono immagazzinati all’interno di vescicole (eso-

somi, MP e corpi apoptotici) o associati a proteine leganti RNA (RNA bin-

ding protein, RBP) o a lipoproteine (HDL) (Figura 9) 71. In questo modo i 

microRNA vengono protetti dall’inevitabile degradazione indotta da esonu-

cleasi presenti nei fluidi extracellulari. 

 

 

Figura 9. Rappresentazione schematica del processo di rilascio (A) e della comunicazione 

intercellulare dei microRNA (B). 
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Inoltre, il profilo di espressione dei microRNA all’interno delle ve-

scicole extracellulari è significativamente differente a seconda dell’origine 

cellulare, indicando la presenza di un meccanismo attivo di trasferimento e 

immagazzinamento dei microRNA dalle cellule alle vescicole 61.  

 

3.3 microRNA e comunicazione cellulare 
  

I meccanismi di scambio di microRNA tra le cellule guidano la co-

municazione sia tra cellule adiacenti che tra cellule distanti tra loro; questo 

comporta possibili modificazioni sia in cellule che in tessuti dove normal-

mente questi microRNA non sono sintetizzati. Numerose evidenze suggeri-

scono che questa forma di comunicazione avviene essenzialmente nel corso 

di vari processi fisiopatologici quali l’omeostasi del glucosio e le funzioni 

endoteliali64. 
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4. GLP-1 
 

Glucagon-like –peptide-1 (GLP-1) è un ormone peptidico secreto 

principalmente dalle cellule L enteroendocrine dell'ileo distale e del colon 

capace di regolare il metabolismo glucidico. Nel diabete mellito di tipo 2 ha 

un ruolo terapeutico in quanto capace di migliorare il controllo glicemico 

mediante l'inibizione del rilascio di glucagone, l'azione sui sensori del glu-

cosio, l'inibizione dello svuotamento gastrico, la riduzione del senso di ap-

petito e il ridotto assorbimento intestinale dei grassi 72.  

Inoltre, il GLP-1 rappresenta una promettente nuova area di ricerca 

non solo per la terapia del diabete di tipo 2 in quanto svolge effetti favore-

voli non soltanto nel controllo della glicemia, ma anche sullo sviluppo della 

complicanza cronica associata al diabete 73. 

 

4.1 Sintesi e secrezione del GLP-1 
 

 Il gene preproglucagone viene trascritto in gene proglucagone, loca-

lizzato sul braccio lungo del cromosoma 2 ed è espresso nelle  α-cellule 

pancreatiche, nelle cellule L enteroendocrine intestinali, nei neuroni del nu-

cleo del tratto solitario e dell'ipotalamo. Il gene proglucagone è composto da 

6 esoni e 5 introni, con l'intera sequenza codificante il GLP-1 localizzata 

solo nell'esone 4 74. La trascrizione del gene determina la formazione  di  un 

singolo RNA messaggero (mRNA), strutturalmente identico nei tre tipi di 

cellule in cui è espresso 75. Il trascritto viene tradotto in una singola proteina 

precursore di 180 amminoacidi che viene processata in modo differenziale 

nei vari tipi di cellule a causa dell'espressione tessuto-specifica di enzimi 

pro-ormone convertasi (PC) 76. Nelle cellule L enteroendocrine intestinali, il 

proglucagone viene processato principalmente dagli enzimi proormone con-

vertasi-1 (PC1) e proormone convertasi-3 (PC3), che comportano la forma-

zione di: glicentina, oxintomodulina, GLP-1, GLP-2 e IP-2 (Figura 10). Gli 

enzimi PC1 e PC3, localizzati nelle cellule L enteroendocrine intestinali, 
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sono entrambi necessari e sufficienti per la processazione del proglucagone 

a livello intestinale 77. 

 

La sequenza genica del gene proglucagone è omologa nel topo, nel 

ratto e  nell'uomo e l’analisi delle sequenze amminoacidiche eseguite in nu-

merose specie indicano la conservazione della sequenza completa del GLP-

1 nei mammiferi 78. L'alto grado di conservazione delle sequenze di GLP-1 

durante l'evoluzione stabilisce l'importanza dei processi fisiologici regolati 

da questo ormone. La conservazione del GLP-1 riflette anche il fatto che 

sostanzialmente l'intera sequenza aminoacidica del GLP-1 è necessaria per 

la piena attività biologica dell'ormone 79.  

Quattro isotipi di GLP-1 sono prodotti e secreti in circolo dalle cellu-

le L enteroendocrine intestinali in seguito all'azione degli enzimi proormone 

convertasi-1 e 3 (Figura 11). 

 

Figura 10. Struttura del gene proglucagone (A), mRNA (B), e proteina (C). 
Processazione post-traslazionale tessuto-specifica del proglucagone (D). Nel pancreas 
si generano: GRPP (Glicentin-related polypeptide), Gluc (glucagone), IP-1 
(intervening peptide-1) e MPGF (major proglucagon fragment). Nell'intestino e nel
sistema nervoso si generano: GLP-1, GLP-2, OXM (oxintomodulina), Glicentina e IP-
2 (intervening peptide-2). 
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Figura 11: Isotipi di GLP-1 seceti dalle cellule L enteroendocrine intestinali e i suoi meta-
boliti. GLP-1 in forma integra (1): GLP-1 (1-36) e GLP-1 (1-37); forme bioattive di GLP-1 
(2): GLP-1 (7-37) amide, GLP-1 (7-37); metaboliti del GLP-1 (3): GLP-1 (9-36) amide, 
GLP-1 (9-37). 
 

 

Le convertasi  (PC1 e PC3) processano inizialmente il proglucagone, 

con conseguente formazione di due peptidi di GLP-1 a catena integra: GLP-

1(1-36)NH2, ricavato dal proglucagone 78-107 e GLP-1(1-37), ricavato dal 

proglucagone 78-108 80. Successivamente l'azione delle PC 1/3 sui peptidi 

GLP-1 a catena integra genera due isotipi di GLP-1 a catena troncata: GLP-

1(7-36)NH2 derivato dal GLP-1 (1-36)NH2 e GLP-1 (7-37) derivato dal 

GLP-1 (1-37). Gli isotipi a catena integra di GLP-1 sono inattivi, mentre gli 

isotipi a catena troncata sono le forme biologicamente attive di GLP-1 che 

vengono per questo nominati forme bioattive di GLP-1 81. L'aggiunta di un 

gruppo amidico ai peptidi GLP-1 (1-36)NH2 e GLP-1(7-36)NH2 è mediata 

da un enzima peptidilglicina monoossigenasi, che aggiunge il gruppo amidi-

co al residuo di arginina presente nell'estremità C-terminale dei due peptidi. 

La funzionalità di tale processo rimane ancora ignota 82. 

Nell'uomo, l'isotipo maggiore di GLP-1 in circolo è il GLP-1(7-

36)NH2, che costituisce circa l'80% del GLP-1 secreto; il restante 20% è in-

vece rappresentato dall'isotipo GLP-1 (7-37) 83.   
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GLP-1(7-36)NH2 e GLP1-1(7-37) sono equipotenti nell'uomo e stimolano 

rapidamente la secrezione di insulina glucosio-dipendente, attraverso un 

meccanismo mediato dal recettore per GLP-1 (GLP-1R) 84.  

 La secrezione di GLP-1 è legata principalmente all'ingestione entera-

le di nutrienti; in particolare pasti ricchi in carboidrati costituiscono lo sti-

molo fisiologico primario per la secrezione del GLP-1. Inoltre il rilascio di 

GLP-1 può essere potenziato da una serie di nutrienti, tra cui i principali so-

no: glucosio e altri zuccheri, acidi grassi e trigliceridi, amminoacidi essen-

ziali e fibre. La secrezione di GLP-1 è stimolata principalmente dal glucosio 

introdotto per via orale, mentre il glucosio somministrato per via endoveno-

sa non ne incrementa la secrezione 85. 

Concentrazioni elevate di glucosio stimolano la secrezione isolata di 

GLP-1 in colture di cellule intestinali di ratto, anche se risulta  improbabile 

l'azione diretta del glucosio sulle cellule L enteroendocrine intestinali, in 

quanto, in condizioni di normale alimentazione, la maggior parte del gluco-

sio viene assorbito prima di raggiungere l'ileo. Inoltre, la rapida  risposta 

secretoria di GLP-1 al glucosio orale suggerisce la presenza di un meccani-

smo di stimolazione della secrezione del GLP-1 diverso dal contatto diretto 

del glucosio con le cellule L enteroendocrine intestinali 81.  

Oltre ai nutrienti, anche stimoli neuro-ormonali regolano la secrezio-

ne di GLP-1. Numerosi studi hanno dimostrato il ruolo del sistema nervoso 

autonomo (SNA) nella fase precoce di secrezione del GLP-1. Il SNA, me-

diante l'azione di neurotrasmettitori come l'acetilcolina, il GRP (gastric rele-

asing peptide) e l'ormone incretinico GIP, stimola la secrezione di GLP-181.  
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4.2 Recettore del GLP-1 
 

 GLP-1R è un recettore a sette domini transmembrana, costituito da 

463 amminoacidi, accoppiato alla proteina G stimolatoria 86. 

GLP-1R nell'uomo presenta un'omologia di sequenza del 90% con il GLP-

1R del ratto e con del topo ed il suo gene è localizzato nel cromosoma 6 

banda p21 87. Il GLP-1R, è composto da otto domini idrofobici, sette dei 

quali attraversano la membrana e da un ulteriore dominio extracellulare N-

terminale, fondamentale per il legame del GLP-1, legati da loop idrofilici 

intra ed extracellulari. GLP-1R è espresso in diverse cellule e tessuti, tra cui: 

insule pancreatiche, intestino, polmone, rene, cuore, endotelio, sistema ner-

voso periferico e centrale, ipotalamo, ghiandola pituitaria e nucleo  del tratto 

solitario deputato al controllo delle funzioni cardiovascolari 88. È stato di-

mostrato che il GLP-1R è espresso in tutto il sistema cardiovascolare del 

topo ed in particolare esso è presente nell'endocardio e nell'endotelio. At-

tualmente la localizzazione tessuto-specifica, e l'importanza funzionale del 

GLP-1R nell'apparato cardiovascolare non sono ancora del tutto definite.  

Sebbene numerosi studi suggeriscano l'esistenza funzionale di un se-

condo recettore GLP-1, un solo GLP-1R è stato finora identificato. In parti-

colare, si è visto che il metabolita di GLP-1, GLP-1 (9-36)NH2 esercita di-

verse azioni tramite meccanismi che escludono il legame del peptide al 

GLP-1R. Questo aspetto presuppone l'esistenza di altri recettori per il GLP-

1 oppure la presenza di azioni da parte dei peptidi svolte per via extrarecet-

toriale. 

Le forme bioattive di GLP-1 si legano in maniera allosterica al recet-

tore, in un sito localizzato nel dominio N-terminale extracellulare. Studi re-

centi, impiegando sia un agonista del GLP-1R che la modellistica molecola-

re sulla struttura tridimensionale del recettore, hanno identificato la presenza 

di un sito di attivazione non-allosterico nel recettore 89.  

Le forme bioattive di GLP-1 possiedono un'affinità molto elevata per 

il GLP-1R e si legano selettivamente ad esso a concentrazioni nanomolari, 

mentre i metaboliti del GLP-1 possiedono un'affinità 1000 volte inferiore 
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per il recettore. Il legame tra i peptidi bioattivi del GLP-1 e il GLP-1R inne-

sca la cascata enzimatica della proteina G stimolatoria, con la conseguente 

attivazione dell’adenilato ciclasi e produzione di AMP ciclico (Figura 12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 L’AMP ciclico rappresenta il secondo messaggero cellulare della 

cascata metabolica ed attiva la proteina chinasi A (PKA) e la proteina nu-

cleotide guanina (GEF) 90. Successivamente vengono innescati una serie di 

eventi cellulari come: l'inibizione dei canali del K+ voltaggio-dipendenti, 

l’aumento di Ca2+ intracellulare e la fosforilazione di importanti enzimi tra i 

quali gli enzimi a regolazione extracellulare (ERKs), la chinasi AMP-

dipendente (AMPK), la proteina chinasi C (PKC), l’enzima fosfoinositide 3-

chinasi (PI3K)/Akt e la famiglia delle MAPK (p38 e JNK) 91.  

Le varie cascate metaboliche attivate sono responsabili di diversi ef-

fetti cellulari che sono l'espressione delle fisiologiche azioni del GLP-1 nei 

vari organi e tessuti. Nell’endotelio, l’attivazione di GLP-1R induce la sti-

molazione della proliferazione e la protezione dall’apoptosi mediante 

l’attivazione della via molecolare mediata da ERK 1/2 92.  

 

Figura 12. Processi metabolici attivati dal legame di GLP-1 al proprio recettore 
(GLP-1R) nella beta-cellula pancreatica. 
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5. DISFUNZIONE ENDOTELIALE 
 

Le principali azioni dell’endotelio sono il mantenimento del tono 

vascolare, della permeabilità vasale e del fisiologico equilibrio tra proli-

ferazione/apoptosi: un’alterazione o la perdita di una di queste funzioni 

porta alla cosiddetta disfunzione endoteliale 93. 

Studi recenti hanno dimostrato che l’iperglicemia rappresenta una 

condizione capace di indurre disfunzione endoteliale e che la genesi di 

questo danno può essere determinata dallo stress ossidativo. Il danno 

endoteliale che può insorgere prevede anche alterazioni intracellulari a 

carico dell’endotelio come una ridotta sintesi di ossido nitrico ed un au-

mento del rilascio di specie reattive dell’ossigeno 94.  

A questo riguardo, non vi sono ancora studi che hanno investiga-

to il ruolo delle MP rilasciate dalle cellule endoteliali in presenza di ele-

vato concentrazione di glucosio sulla funzionalita endoteliale. 
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SCOPO DEL LAVORO 
  

Lo scopo di questo lavoro è stato di determinare gli effetti delle mi-

croparticelle generate da cellule endoteliali coltivate in normali concentra-

zioni di glucosio (EMP) e con elevate concentrazioni di glucosio (iEMP) su: 

a) proliferazione e la migrazione delle cellule endoteliali; 

b) espressione dei microRNA, in particolare di miR-126 e il suo ruolo nella  

funzionalità endoteliale; 

c) effetto proliferativo mediato dal recettore GLP-1R. 
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MATERIALE E METODI 

 

1. COLTURA CELLULARE 
 

In vitro, gli esperimenti sono stati eseguiti su cellule endoteliali umane 

(HCAEC) estratte dall'arteria coronarica, ottenute dalla PromoCell (Hei-

delberg, Germany). Le cellule sono state coltivate in un medium completo 

(PromoCell, Heidelberg, Germany) contenente 0.02% di Supplemental 

Mix/ Endothelial Cell Growth Medium (PromoCell, Heidelberg, Germany) 

e l’1% di penicillina e streptomicina (Sigma). Le cellule vengono mantenu-

te in un incubatore a 37 °C in atmosfera umidificata, con il 5% di CO2 e 

vengono normalmente utilizzate all'ottavo passaggio. 

 

2. VITALITÀ CELLULARE 
 

La vitalità cellulare delle cellule endoteliali è stata misurata mediante 

il colorante Trypan Blue. Questo cromoforo è carico negativamente e non è 

in grado di attraversare la membrana di cellule intatte, ma attraversa quella 

delle cellule morte, colorandole di blu. Ciò permette la facile discriminazio-

ne delle cellule vive (che hanno escluso il colorante) da quelle morte, con 

semplice osservazione al microscopio. Generalmente, nei nostri esperimenti 

la vitalità cellulare corrisponde al 80-90%. 
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3. GENERAZIONE DI EMP E DI iEMP 
 

 Le cellule HCAEC a confluenza sono state incubate con il terreno 

privo di Supplemental Mix per 24 ore al fine di indurre le cellule in apop-

tosi. Successivamente il surnatante delle cellule apoptotiche è stato raccolto 

e centrifugato per 15 minuti a 1500g per rimuovere i detriti cellulari. In se-

guito all'eliminazione del pellet, il surnatante è stato centrifugato per 40 

minuti a 20000g per precipitare le EMP. Le EMP ottenute sono state lavate 

con il buffer fosfato salino (PBS, pH 7.4) sterile e di nuovo centrifugate a 

per 40 minuti a 20000g. Le EMP così isolate sono state risospese in PBS 

sterile e utilizzate per gli esperimenti. Per generare microparticelle endote-

liali in condizioni di elevate concentrazioni di glucosio (iEMP), le cellule 

HCAEC a confluenza sono state stimolate con 30 mM di glucosio per 72 

ore e poi incubate con il terreno privo di supplementi per 24 ore per gene-

rare microparticelle come precedentemente descritto.  

 

4. CITOFLUORIMETRIA 
 

 Le EMP isolate sono state risospese in 100 µl di annexin V-binding 

buffer (10mM HEPES, pH 7.4, 140mM NaCl, 2.5 mM CaCl2) con e senza 

calcio. Successivamente sono stati aggiunti 5 µl di annexin-V-FITC (BD 

Biosciences, Franklin Lakes, NJ), 4 µl di CD-31-PE (BD Biosciences, 

Franklin Lakes, NJ) ed è stato eseguito il controllo isotipico. Dopo un'in-

cubazione di 30 minuti a temperatura ambiente, i campioni sono stati lavati 

con PBS e centrifugati per 20 minuti a 20000g. Le EMP così precipitate 

sono state risospese in 200 µl di annexin V-binding buffer e analizzate me-

diante FACS BD LSR II. Per valutare la dimensione delle EMP isolate e 

per identificare il corretto gate, sono state utilizzate delle biglie di riferi-

mento fluorescenti della dimensione tra 0,7 e 0,9 µm (Spherotech). Per de-

terminare il numero delle EMP isolate, sono state utilizzate le provette 

TruCOUNT (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ). TruCount™ fornisce 
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provette contenenti un pellet liofilizzato che si dissolve durante la prepara-

zione del campione, rilasciando un numero noto di biglie fluorescenti. Le 

EMP positive all' annexin V (AnnV+) sono state numerate mediante le bi-

glie TruCOUNT. La concentrazione delle EMP è stata calcolata secondo la 

seguente formula: (numero di eventi per l'annexin V / numero di eventi nel-

la regione TruCOUNT) x (numero di biglie TruCOUNT per test / volume). 

Per ogni esperimento il numero di EMP utilizzate è stato di 2000 

AnnV+/µl.  

 

5. MICROSCOPIA ELETTRONICA 
 

 Le EMP isolate sono state fissate con glutaraldeide al 3% in PBS 

overnight a 4°C. Il precipiato è stato poi lavato con il tampone sodio caco-

dilato (0,1 M, ph 7,4) e successivamente fissato in tetrossido di osmio 2%, 

di nuovo lavato con il tampone sodio cacodilato (0,1 M, ph 7,4) e disidrata-

to attraverso soluzioni scalari di etanolo. Il campione è stato incluso nella 

resina Epon-pur e trasferito nelle camerette d'inclusione. Le immagini sono 

state acquisite al microscopio elettronico Philips CM 10 e analizzate me-

diante il software analySiS (Olympus). 

 

6. IMMUNOFLUORESCENZA 
 

 Le EMP sono state incubate con calceina AM fluorescente (Invitro-

gen) per 30 minuti a 37°C, lavate e centrifugate 2 volte a 20000g e risospe-

se in PBS sterile. Le cellule HCAEC sono state fissate con paraformaldeide 

al 4% (PFA), lavate con BSA (bovine serum albumin) al 5% ed incubate 

con l'anticorpo primario monoclonale anti-CD31 (Santa Cruz) seguito dal-

l'incubazione con l'anticorpo secondario Cy3-conjugated goat anti-mouse 

(Jackson ImmunoResearch). Dopo 3 lavaggi, i nuclei sono stati colorati 

con DAPI (Vector Laboratories). Per visualizzare l'uptake delle EMP nelle 
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cellule target HCAEC, è stato utilizzato il microscopio Zeiss Axiovert 

200M ed il software AxioVision.  

In un altro set di esperimenti, alle cellule HCAEC a confluenza, è stato ag-

giunto il colorante fluorescente di membrana PKH-26 (Sigma Aldrich). Le 

cellule sono state poi incubate per 24 ore con il terreno privo di Supple-

mental Mix allo scopo di generare EMP caricate con PKH-26. Per la suc-

cessiva valutazione dell'uptake delle EMP nelle cellule HCAEC in coltura, 

le cellule sono state incubate per 6 ore con le EMP caricate con colorante 

PKH-26. Dopo i lavaggi, le cellule sono state fissate con PFA al 4%, di 

nuovo lavate con PBS ed incubate con BSA al 5%. Successivamente, le 

cellule HCAEC sono state incubate con l'anticorpo Flk-1 (Santa Cruz Bio-

tecnology) seguito dall'incubazione con l'anticorpo secondario Cy2-

conjugated anti-mouse (Jackson ImmunoResearch). Il DNA nucleare è sta-

to visualizzato mediante il colorante Hoechst 33342 (Sigma Aldrich). I 

campioni sono stati poi analizzati con il microscopio Zeiss Axiovert 200 

(Carl Zeiss Jena, Germany). Per visualizzare l'uptake delle EMP nelle cel-

lule HCAEC è stato utilizzato il software AxioVision. 

 

7. PROLIFERAZIONE CELLULARE 
 

7.1 Saggio con BrDU per la proliferazione cellulare  
 Per studiare la capacità proliferativa cellulare, in seguito al tratta-

mento con EMP endoteliali, è stato utilizzato un saggio colorimetrico quan-

titativo, che si basa sulla capacità del nucleotide 5-bromo-2’- deossiuridina 

(BrdU kit ELISA, Roche cod. 11647229001) di legarsi al DNA, durante la 

fase replicativa. Poiché la proliferazione cellulare richiede la replicazione 

del DNA, il monitoraggio della sintesi di DNA diventa un parametro indi-

retto di proliferazione cellulare. La BrdU è un analogo pirimidinico; esso 

intercala nel DNA durante la fase mitotica al posto della timidina, che nel 

passato è stata usata, per lo studio dell’attività mitotica, nella forma di iso-

topo H3-timidina. Dopo l’incorporazione nel DNA delle cellule del campio-
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ne, la BrdU è stata rilevata mediante due passaggi, di immunoreazione e di 

colorazione, secondo le istruzioni della ditta produttrice del kit utilizzato per 

il saggio. Perciò, le cellule sono state incubate per 18ore con BrdU 100µM; 

poi, sono state fissate mediante esposizione per 30 minuti al fissativo alcoli-

co contenuto nel kit. I campioni fissati sono stati incubati per 90 minuti con 

l’anticorpo anti-BrdU e, infine, dopo l’eliminazione dell’anticorpo residuo, i 

campioni sono stati lavati e trattati con la sostanza colorante; dopo 5minuti 

si è proceduto all’acquisizione dei dati di assorbimento alla lunghezza 

d’onda di 405nm, con lettore ELISA ELX808 della BioTek Instruments. 

L’analisi statistica è stata effettuata utilizzando la funzione di Office Excel 

t-test. 

 

7.2 Monitoraggio in tempo reale mediante sistema xCELLigence 
 Il sistema xCELLigence misura l'impedenza elettrica delle cellule in 

coltura mediante microelettrodi integrati nel fondo di piastre per colture cel-

lulari create specificatamente per questo sistema. Attraverso questa tecnolo-

gia, gli eventi cellulari vengono monitorati in tempo reale. Le misure di im-

pedenza forniscono delle informazioni quantitative sullo stato biologico del-

le cellule, tra cui il numero di cellule, l'adesione e la sopravvivenza. I cam-

biamenti di impedenza, automaticamente visualizzati come Cell Index, ven-

go utilizzati per monitorare la sopravvivenza cellulare, il numero, la prolife-

razione e l'adesione. Il test è stato effettuato in piastre E-16 plates (Roche 

Diagnostics Corporation, Indianapolis, IN, USA) compatibili con il sistema 

RCTA-DP system (Roche Diagnostics Corporation). Per ogni pozzetto sono 

state seminate da 5000 a 10000 cellule HCAEC nel terreno completo di 

supplementi di crescita. Le cellule sono state lasciate nello strumento RTCA 

DP all'interno dell'incubatore (37°C, 5% CO2) per 2 ore per favorire l'ade-

sione. Le cellule sono state poi stimolate con EMP, iEMP o con l'agonista 

recettoriale GLP-1R (7-37) 10 nM fino a 48 ore. Ogni stimolazione è stata 

effettuata in quadruplicato ed ogni esperimento è stato effettuato almeno 3 

volte. 
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8. MIGRAZIONE CELLULARE  
 

8.1 Scratch Assay 
Questo saggio valuta la capacità delle cellule di riformare un mono-

strato confluente dopo l’azione meccanica di taglio eseguita con un puntale 

sterile per pipette. Si procede togliendo il terreno dalla piastra e lavando con 

soluzione fisiologica. Si pratica quindi in corrispondenza del diametro della 

piastra, in senso longitudinale, un’incisione superficiale con un puntale. Si 

lava di nuovo con soluzione fisiologica per togliere le cellule che si sono 

sollevate durante operazione. Viene aggiunto quindi terreno senza siero ad-

dizionato di EMP ed ad intervalli regolari di tempo, fino ad un massimo di 

20 ore, si valuta la capacità delle cellule di rimarginare il taglio.  

 

9. ESTRAZIONE DI RNA 
 

L’RNA è stato estratto dalle micro particelle (EMP e iEMP) utilizzan-

do il kit per l’estrazione totale di RNA da cellule animali (RNeasy Mini Kit, 

QIAGEN). 

 

10. QUANTIFICAZIONE DI RNA 
 

La determinazione della concentrazione di RNA (µg/µl) e della sua 

purezza è stata effettuata mediante lettura del valore di assorbanza ottenuto 

tramite spettrofotometro (NanoDrop 2000C, Thermo Scientific) alle λ di 

260, di 280 e di 230 nm. Il valore di assorbanza alla λ di 260 nm ci permette 

di quantificare l’RNA totale estratto, mentre il rapporto tra i valori di assor-

banza 260/280 e 260/230 ci indicano il grado di qualità dell’RNA (Agilent). 

11. TaqMan® microRNA ARRAY 
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 L’analisi di 384 miRNA umani è stata effettuata sulle EMP rilasciate 

dalle cellule endoteliali HCAEC (EMP) mediante TaqMan® microRNA 

ARRAY (Applied Biosystems). Per l’analisi del trascrittoma abbiamo uti-

lizzato delle micro-fluidic cards da 384 pozzetti che permettono di effettuare 

fino a 384 reazioni simultanee di PCR Real-Time. Nella prima fase 

dell’analisi molecolare è stata effettuata la retrotrascrizione dell’RNA totale 

estratto dalle EMP come descritto precedentemente. Sono stati retrotrascritti 

500 ng di RNA totale utilizzando TaqMan MicroRNA Reverse Transcrip-

tion Kit ed i primers per l’RT Megaplex™ RT Primers, Human Pool A e 

Pool B (Applied Biosystems), un pool di primers forward e reverse gene 

specifici in grado di effettuare nel complesso l’RT dei miRNA contenuti in 

ogni pannello. La reazione è stata condotta in una 7900HT Fast Real-Time 

PCR System (Applied Biosystems). I campioni di cDNA ottenuti sono stati 

utilizzati per l’analisi dei miRNA in Real Time PCR. 6 µl di campione sono 

stati diluiti in 444 µl di H2O, quindi miscelati con 450 µl di TaqMan Uni-

versal PCR Master Mix (Applied Biosystems) e caricati negli otto canali di 

una TaqMan® Human MicroRNA Array v2.0 card (Applied Biosystems). 

L'analisi è stata effettuata utilizzando il software DataAnalysis v3.0 Softwa-

re (Applied Biosystems). 

 

12. ESPRESSIONE DEI microRNA 
 

La quantificazione genica di miR-126 viene determinata utilizzando 

la reazione di PCR Real-Time di tipo TaqMan, come descritto in letteratura 
95. Questa reazione consiste in una fase di retrotrascrizione (RT) e di ampli-

ficazione (PCR). Nella fase di RT viene utilizzato un primer a forma “stem-

loop” costituito da una sequenze nucleotidica di circa 70 paia di basi che si 

lega al miR-126 maturo (Figura 13).  
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Figura 13. Le due fasi (step 1 e step 2) di RT-PCR. Step 1. Trascrizione inversa: 

cDNA è retrotrascritto a partire da campioni di RNA, usando specifici miRNAs 

primers. Step 2. Amplificazione: i campioni di cDNA vengono amplificati. 

 

Il primer “stem-loop” possiede un braccio corto, costituito da 5-8 

paia di basi, uno più lungo di 14-15 paia di basi e un'ansa non ripiegata co-

stituita da 40-50 basi. Il braccio più lungo è caratterizzato da alcune basi 

complementari al braccio più corto che danno la forma “stem-loop” e da 

altre che sono invece complementari alla sequenza di miR-126. miR-126 

maturo verrà così retrotrascritto in modo altamente specifico. Nella reazione 

di amplificazione (PCR), tutto il cDNA di miR-126 viene denaturato in mo-

do tale che il primer “stem-loop” si estende completamente da poter aggiun-

gere altre basi oligonucleotidiche complementari ai primers e consentire il 

legame della sonda TaqMan che riconosce solo la sequenza oligonucleotidi-

ca del miR-126 maturo. Per azione della TaqMan Polimerasi, la sonda Ta-

qMan verrà degradata e così il segnale di fluorescenza emesso sarà propor-

zionale alla quantità di amplificato di miR-126. 

Per la reazione di quantificazione di miR-126, abbiamo utilizzato un 

kit specifico TaqMan® MicroRNA Assay (Applied Biosystem). Per la rea-

zione di RT, 10ng di RNA totale sono stati retrotrascritti in una reazione 

contenente: 100 mM dNTPs, Trascrittasi Inversa, buffer di reazione, inibito-

ri delle Rnasi e primer. La miscela di rezione è stata incubata per 30 min a 

16°C (annealing), 30 min a 42°C (retrotrascrizione), 5 min a 85°C (denatu-



 

43 

razione). Per la reazione di PCR, il prodotto di reazione di RT viene ampli-

ficato in una PCR Master Mix, contenente un enzima e primers con un pro-

filo termico di: 10 min a 95°C e 40 cicli a 60°C per 60 sec e 95°C per 15 

sec. 

RNU-6 è stato utilizzato come controllo endogeno, per normalizzare 

l'espressione di miR-126. 

Il calcolo della quantificazione relativa di miR-126 è stato ottenuto 

mediante la formula:  

espressione = 2-∆∆Ct  

dove -∆∆Ct= [(Ct (miR-126 di un campione) – Ct (RNU-6 di un cam-

pione)] – [(Ct (miR-126 di un normalizzatore) – (Ct (RNU-6 di un norma-

lizzatore)]. 

 

13. TRASFEZIONE DELLE CELLULE HCAEC 
 

Per generare, EMPmiR-126-downregulated e EMPmock-transfected, le cellule 

HCAEC sono state trasfettate con microRNA-126 mimic, microRNA-126 

inhibitor, microRNA mimic control o microRNA inhibitor control (1nM, 

Applied Biosystems) mediante lipofectamina 2000 (Invitrogen) per 16 ore. 

Le cellule sono state poi esposte al terreno privo di supplementi di crescita 

per 24 ore allo scopo di generare EMP modificate. Per gli esperimenti di 

silenziamento con siRNA, le cellule HCAEC sono state trasfettate con 

SPRED-1 siRNA o per il siRNA di controllo (10nM, Santa Cruz) mediante 

lipofectamina 2000 per 16 ore. I saggi funzionali sono stati effettuati nell'ar-

co di 48 ore dall'avvenuto silenziamento. 

 

14. ESTRAZIONE DELLE PROTEINE  
 

L’estrazione dalle cellule HCAEC è stata eseguita utilizzando un tam-

pone ipotonico composto da 20 mmol HEPES, 2mmol EGTA, 10 mmol gli-
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cerofosfato, 1mmol di DTT (ditiotritolo), 2mmol di Vanadato, 10 mmol di 

fluoruro di fenilmetilsulfonile (PMSF), 1 mmol di leupeptina, 1 µg/ml di 

aprotinina.  

 La concentrazione totale di proteine è stata misurata mediante il sag-

gio con BCA (Acido bicinconinico, Euroclone). 

 

15. WESTERN BLOT 
 

 L’analisi dell’espressione di SPRED-1, di GLP-1R e dell’attivazione 

(fosforilazione) di ERK nelle cellule HCAEC è stata eseguita mediante elet-

troforesi su gel di poliacrilamide e Western Blot. Le proteine (50µg) sono 

state denaturate nel tampone di Laemmli, contenente ditiotritolo (DTT) ed 

SDS, in rapporto 1:9, a 100 °C per 5 minuti. La separazione delle proteine è 

stata eseguita mediante elettroforesi su gel di poliacrilamide SDS-PAGE 

10%, con il tampone di elettroforesi contenente TRIS 0,12 M; Glicina 1,23 

M; SDS 0,01 M. Le proteine sono poi state trasferite mediante elettroblot-

ting (per 180 minuti a 100 V a 4 °C) su una membrana di nitrocellulosa, uti-

lizzando un apparecchio Transblot con la soluzione di blotting contenente 

TRIS 48 mM, Glicina 39 mM, SDS 0.037% e Metanolo 20%. 

Le proteine, una volta trasferite su membrana, sono state incubate con 

una soluzione di PBS contenente 0.05% (vol/vol) di Tween (T-PBS) e 5% di 

latte o albumina (per la fosforilazione di ERK), overnight a 4 °C. Le mem-

brane sono state poi incubate overnight con l’anticorpo primario anti-

SPRED-1 (diluizione 1:1000, Santa Cruz Biotecnology), anti-GLP-1R (di-

luizione 1:1000, Santa Cruz Biotecnology), phospho-ERK (diluizione 

1:1000, Cell Signalling, Euroclone), ERK (diluizione 1:1000, Cell Signal-

ling, Euroclone) o con anti-GAPDH (gliceraldeide-3-fosfatodeidrogenasi, 

1:5000, Chemicon).  

La rivelazione del legame dell'anticorpo con la proteina d’interesse é stata 

realizzata mediante reazione chemiluminescente (ECL) utilizzando il siste-

ma imaging Versa-Doc 3000, BioRad. L‘analisi densitometrica delle bande 
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corrispondenti alla proteina in esame è stata effettuata mediante il software 

Quantity One (Biorad). L’analisi densitometrica dell’espressione di GAPDH 

è stata utilizzata per normalizzare l’espressione della proteina in esame.  

 

16. ANALISI STATISTICA  
 

L’analisi statistica dei dati è stata condotta con software SPSS (versio-

ne 20 Statistical Package for Social Science, SPSS Inc. Chicago, Illinois, 

USA). Per il confronto di variabili continue è stato usato il Test “t di Stu-

dent” e l’ANOVA univariata con il test Bonferroni per i confronti multipli. 

Tutti i test statistici erano a due code. I dati sono stati espressi come Me-

dia±ES (errore standard). Un valore di significatività inferiore a 0.05 è stato 

ritenuto accettabile. 
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RISULTATI 
 

1. CARATTERIZZAZIONE DELLE EMP 
 

 L'analisi delle microparticelle di origine endoteliali (EMP) ha acqui-

sito negli anni una notevole attenzione come possibile marker diagnostico in 

grado di fornire importanti informazioni sullo sviluppo di diverse patologie 

cardiovascolari, nella trombosi, nel diabete mellito e nell’ateriosclerosi. 

In questo studio, le EMP vengono generate, in vitro, dalle cellule 

HCAEC coltivate per 24 ore con il terreno privo di supplementi di crescita. 

Nella Figura 14 viene illustrato un tipico esperimento di immunofluorescen-

za che dimostra il rilascio di EMP dalle cellule endoteliali.  

 

 

 

 

 

Figura 14. A) Immagine rappresentativa di cellule HCAEC incubate con il colo-

rante fluorescente Calceina- AM rivelate mediante immunofluorescenza; B) Rila-

scio di EMP da cellule HCAEC in seguito ad incubazione per 24 ore con terreno 

privo di supplementi di crescita. 

 

Il metodo di isolamento delle EMP si basa su una serie di centrifuga-

zioni e filtrazioni, che consentono una prima separazione delle EMP dai de-

triti cellulari e poi dagli esosomi. La caratterizzazione delle EMP avviene 

mediante microscopia elettronica o citofluorimentria. Il metodo di micro-

scopia elettronica fornisce informazioni sul diametro e sull'origine di singole 

EMP ma non permette di ottenere dati quantitativi. L'analisi mediante cito-

fluorimetria invece, oltre a dare informazioni sulle dimensioni delle micro-

particelle di origine endoteliale (diametro tra 0,1 e 1 µm ) (Figura 15), forni-

sce anche una analisi di tipo quantitativo. La quantificazione si basa sull'uti-

A 

7µm

B
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lizzo di biglie fluorescenti, di quantità nota e con dimensioni simili a quelle 

delle EMP. Pertanto, mediante l'utilizzo di queste biglie, l'identificazione 

delle EMP sarà facilitata poiché, nel dotblot, le biglie fluorescenti cadranno 

nella stessa regione delle EMP che consentirà di caratterizzare e di contare il 

numero di EMP presenti nel dato campione. 

La citofluorimetria consente inoltre di identificare la presenza di 

markers specifici per il riconoscimento delle EMP come la fosfatidilserina, 

riconosciuta dall’Annexin V (Figura 16) e il marker endoteliale CD31 (Fi-

gura 17). 

 

 

 

 

 

Figura 15. L'analisi citofluorimetrica è stata utilizzata per caratterizzare le dimen-

sioni e per la conta delle EMP isolate. EMP  isolate (blu) sono state comparate 

alle particelle fluorescenti in polistirene (rosse) le quali presentano una dimensio-

ne definita tra 0,7 e 0,9 µm.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Istogramma citofluorimetrico rappresentativo dell’espressione di fo-

sfadilserina, riconosciuta dall’annexin V, nelle EMP generate ed isolate dalle cel-

lule HCAEC.  
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Figura 17. Istogramma citofluorimetrico di espressione del marker endote-

liale CD31 nelle EMP. 

 

I nostri protocolli sperimentali consentono di ottenere da 1x105 a 

1x106 EMP partendo da una popolazione di cellule endoteliali 1x107. 

 

2. INCORPORAZIONE DELLE EMP NELLE CELLULE ENDOTE-
LIALI 

 

 La valutazione della capacità delle cellule endoteliali di incorporare 

le EMP è stata determinata mediante saggio di imunofluorescenza. Le EMP 

sono state caricate con la sonda fluorescente calcein-AM e incubate con le 

cellule endoteliali a tempi differenti. Gli esperimenti di immunofluorescenza 

hanno dimostrato che le EMP sono chiaramente identificate nelle cellule 

endoteliali “target” e che il meccanismo di uptake è tempo-dipendente. La 

Figura 18 mostra come le EMP sono state incorporate da una cellula HCA-

EC, dove la zona rossa è riferita al citoplasma, la zona blu al nucleo mentre 

in verde sono evidenziate le EMP incorporate dalla cellula. 

 

 

 

 

 

Figura 18. Rappresentazione di EMP caricate con calceina AM incorporate dalle 

cellule HCAEC. In blu si nota il nucleo, in rosso il citoplasma e in verde le EMP. 
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Un precedente studio di proteomica sull’analisi dell’espressione del-

le proteine presenti nelle EMP ha dimostrato la presenza sulla membrana 

esterna di annexin I in colocalizzazione con la fosfatidilserina (PS). Queste 

proteine hanno il ruolo di riconoscere i recettori della fosfatidilserina (PSR) 

responsabili dell’incorporazione delle EMP nelle cellule endoteliali “target” 
62. In questo studio è stato inoltre dimostrato che le EMP, una volta incorpo-

rate nelle cellule target HCAEC, sono in grado di mediare la risposta antia-

poptotica in seguito a stimolo con camptotecina, alchilante del DNA alta-

mente tossico. Questo studio dimostra un nuovo meccanismo a feedback 

attraverso il quale le cellule apoptotiche proteggono le cellule adiacenti da 

ulteriori danni mediante il rilascio di EMP. 

 

3. EFFETTO DELLE EMP SULLA PROLIFERAZIONE E SULLA 

MIGRAZIONE CELLULARE 

 

 I meccanismi di riparazione cellulare utilizzati dalle cellule endote-

liali in seguito a danno sono principalmente dipendenti dall'attività prolifera-

tiva e migratoria delle cellule endoteliali. Per verificare questi meccansimi, 

abbiamo incubato le cellule HCAEC con le EMP per 24 ore ed abbiamo va-

lutato la proliferazione cellulare mediante saggio BrdU (Figure 19 e 20) uti-

lizzando la strumentazione xCELLigence (Figura 21) e la migrazione cellu-

lare mediante Scratch assay, come descritto nei Metodi (Figura 22).  

 

 

 

 

Figura 19. Cellule HCAEC stimolate con EMP  per 24 ore. L'incorporazione di 

BrdU è stata determinata mediante immunofluorescenza (rosso). I nuclei sono i-

dentificati mediante DAPI (blu). 
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Figura 20. L'istogramma riporta la percentuale di cellule BrdU-positive in cellule 

di controllo (CTR) ed in cellule trattate con EMP (*p<0,01, n=6). 

 

 

Il saggio di proliferazione BrdU ha dimostrato che il trattamento del-

le cellule HCAEC con le EMP per 24 ore induce un aumento significativo 

della proliferazione rispetto alle cellule di controllo (Figura 20).  

Inoltre, utilizzando la strumentazione xCELLigence, abbiamo valu-

tato l’effetto delle EMP sulla proliferazione delle cellule HCAEC in modo 

tempo-dipendente. Per questo motivo, le cellule HCAEC sono state semina-

te nelle apposite piastre, compatibili con la strumentazione ed immediata-

mente dopo l’adesione, sono state stimolate con le EMP. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Proliferazione cellulare misurata in tempo reale, mediante strumenta-

zione xCELLigence. CI (Cell Index)= 3,9±0.03 vs 3±0.02 (p<0.01) calcolato nelle 

24 ore nelleHCAEC trattate con EMP (rosso) rispetto alle HCAEC di controllo 

(blu).  
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La proliferazione è stata valutata in tempo reale fino a 48 ore. Il mo-

nitoraggio della proliferazione dimostra un aumento significativo di prolife-

razione delle cellule endoteliali trattate con le EMP fino a 24 ore di circa il 

40% rispetto al controllo (Figura 21). Dopo 24 ore, la proliferazione tende a 

stabilizzarsi fino ad arrivare ad un plateau alle 48 ore. 

In seguito abbiamo valutato l’effetto del trattamento con le EMP sul-

la migrazione delle cellule endoteliali. I nostri risultati dimostrano che la 

migrazione cellulare è significativamente aumentata già dopo 6 ore di incu-

bazione con le EMP, raggiungendo il massimo valore di proliferazione (cir-

ca 40-50%) dopo 20 ore rispetto al controllo (Figura 23). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23. Saggio di migrazione “Scratch assay” in cellule HCAEC di controllo e 

cellule trattate con EMP per 20 ore. L'analisi quantitativa della migrazione è mi-

surata come percentuale dell'area totale ricoperta da cellule (*p<0.01, n=6) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

20 ore 
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4. MICRORNA NELLE EMP 
 

 Numerose evidenze sperimentali hanno dimostrato che le EMP rap-

presentano degli importanti trasportatori non solo di proteine, citochine e 

lipidi, ma anche di microRNA e che l'effetto delle EMP dipende, almeno in 

parte, dai microRNA in esse contenuti 60,61. Allo scopo di verificare median-

te quale via molecolare le EMP siano in grado di indurre proliferazione e 

migrazione cellulare, abbiamo eseguito un'analisi di array dei microRNA 

(TaqMan® microRNA Array) (Figura 24). 

 

Figura 24. Taqman miRNA array nelle EMP (n=3) 
 
Figura 25. Analisi del profilo di espressione dei microRNA 
nelle EMP endoteliali mediante miRNA array (TaqMan) 
(n=3). Mir-126 è il microRNA maggiormente espresso ri-
spetto agli altri microRNA presenti nelle EMP. RNU6 è 
utilizzato come controllo endogeno
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Mediante quest'analisi è stata valutata l’espressione di 384 microR-

NA nelle EMP ottenute dalle cellule HCAEC incubate per 24 ore con terre-

no privo di supplementi di crescita. Come mostrato nelle Figure 24 e 25, 

l’analisi mediante microarray ha evidenziato che i microRNA maggiormen-

te espressi nelle EMP sono rappresentati da miR-126, miR-222, miR-24, 

miR-191 e miR-484. 

 Alla luce di queste osservazioni, abbiamo studiato gli effetti di miR-

126 sulla proliferazione e sulla migrazione delle cellule HCAEC. Prima di 

tutto è stata valutata la capacità delle EMP di trasferire miR-126 nelle cellu-

le endoteliali “target”. Per questo scopo, abbiamo incubato le cellule HCA-

EC con le EMP (2000 EMP/µl) precedentemente generate e isolate dalle 

cellule HCAEC stesse.  

Successivamente abbiamo valutato l'espressione di miR-126 nelle 

cellule HCAEC trattate con le EMP e nelle cellule di controllo. L'analisi del-

l'espressione di miR-126 mediante PCR Real-Time ha dimostrato che il trat-

tamento con le EMP induce un significativo aumento di espressione di miR-

126 nelle cellule HCAEC rispetto al controllo (Figura 26).  

 

 

 

 

 

 

Figura 26. Espressione di miR-126 nelle cellule HCAEC di controllo e nelle 

cellule trattate con EMP mediante PCR-Real Time (*p<0,01, n=8) 
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5. EFFETTO DI miR-126 SULLA PROLIFERAZIONE E SULLA 

MIGRAZIONE 

 

Per determinare il ruolo di miR-126 sulla proliferazione e migra-

zione endoteliale, le cellule HCAEC sono state silenziate con 

l’antagomiR-126 che specificatamente reprime l’espressione di miR-

126. La Figura 27 mostra che l’espressione di miR-126 nelle EMP è ri-

dotta di circa 70-80% dopo trattamento con antagomiR-126 rispetto al 

controllo e alle cellule mock-trasfected.  

 

 

 

 

 

Figura 27. Espressione di miR-126 nelle EMP di controllo, nelle EMP silen-

ziate per miR-126 (EMP miR-126 downregulated) e nelle EMP silenziate per il control-

lo negativo (EMP mock-trasfected) mediante PCR-Real Time (*p<0,01, n=8) 

La proliferazione e la migrazione cellulare sono state determinate 

nelle cellule HCAEC incubate con le EMP silenziate per miR-126. I no-

stri risultati dimostrano che la proliferazione endoteliale, in presenza di 

EMP silenziate per miR-126 è ridotta significativamente rispetto alle 

EMP non silenziate per miR-126 (controllo) dopo 24 ore (Figure 28 e 

29). Anche il monitoraggio in tempo reale dimostra che l’andamento 

proliferativo delle cellule trattate con le EMP silenziate per miR-126 è 

diminuito rispetto alle EMP non silenziate ed è simile alla proliferazione 

delle cellule di controllo (Figura 30). 

 

* 
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Figura 28. Cellule HCAEC di controllo (CTR), cellule  stimolate con EMP miR-126 

downregulated  e con il controllo negativo EMP mock-trasfected per 24 ore. L'incorporazione 

di BrdU è stata determinata mediante immunofluorescenza (rosso). I nuclei sono 

identificati mediante DAPI (blu). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 29. L'istogramma riporta la percentuale di cellule BrdU-positive in cellule 

di controllo (CTR) ed in cellule trattate con EMP miR-126 downregulated  e con il control-

lo negativo EMP mock-trasfected per 24 ore (*p<0,01; n=6). 

 

Figura 30. Proliferazione cellulare misurata in tempo reale, mediante strumenta-

zione xCELLigence. CI (Cell Index)= 4,2±0.03(EMP mock-trasfected) vs 3,3±0.02 

(CTR) o vs 3,5±0.03 (EMP miR-126 downregulated) calcolato nelle 24 ore nelle cellule 

EMP miR-126 

downregulated
EMP mock-

trasfected
CTR 
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HCAEC trattate con EMP mock-trasfected (rosso), trattate con EMPmiR-126 downregulated 

(verde) e delle cellule di controllo (CTR) (blu). (p<0.01; n=10) 

 

Il trattamento delle cellule endoteliali target con EMP “miR-126 

downregulated” riduce anche la migrazione cellulare (Figura 31). Questi 

risultati suggeriscono che miR-126 ha un ruolo importante nella regola-

zione della funzionalità endoteliale.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 31. Saggio di migrazione “Scratch assay” in cellule HCAEC di controllo 

(CTR), in cellule trattate con EMP miR-126 downregulated, con EMP mock-trasfected per 6 ore 

e per 20 ore. L'analisi quantitativa della migrazione è misurata come percentuale 

dell'area totale ricoperta da cellule (*p<0.01, n=6). 

 

6. EFFETTO DI miR-126 SULL'ESPRESSIONE DI SPRED-1 
 

 Per identificare i possibili target di RNA messaggero regolati del 

miR-126, sono stati consultati 3 diversi software online (PicTar, 

TargetScanHuman6.0, DIANA LAB). Mediante l’analisi bioinformatica 

sui predittivi targets di miR-126 sono stati scelti i geni SPRED-1, IRS1 

e PLK2. Tra questi, SPRED-1 è maggiormente espresso nell'endotelio ed 

6 ore 
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è coinvolto nella riduzione della proliferazione e della migrazione 

cellulare attraverso l'inibizione del segnale mediato dalle chinasi 

appartenenti alla famiglia Ras/MAP. IRS1 invece è coinvolto 

principalmente nella via molecolare legata al segnale dell'insulina, 

mentre PLK2 non sembra essere espresso nell'endotelio. miR-126 è 

inoltre capace di interagire con la regione 3’UTR di SPRED-1 mRNA. 

La Figura 32 mostra che miR-126 interagisce in modo specifico con 7 

paia di basi della propria sequenza con la regione 3’ UTR dell’RNA 

messaggero di SPRED-1. 

 

 

 

Figura 32. Legame tra hsa miR-126 e sequenza target 3’UTR di mRNA di 

SPRED-1. 

Per verificare il ruolo di miR-126 nella regolazione di SPRED -1 

è stata determinata l’espressione proteica di SPRED-1 nelle cellule 

HCAEC incubate con EMP silenziate per miR-126 o con EMP di 

controllo. La Figura 33 mostra un rappresentativo immunoblot di 

espressione di SPRED-1 e della proteina houskeeping GAPDH nelle 

condizioni sopraindicate. Come si può notare, il trattamento con le EMP 

riduce significativamente l'espressione proteica di SPRED-1, mentre 

nelle EMP silenziate per miR-126 l’espressione di SPRED-1 è risultata 

essere simile al controllo. L’analisi densitometrica ha confermato questi 

risultati, suggerendo che la presenza di miR-126 all'interno delle EMP è 

capace di reprimere la traduzione di SPRED-1 (Figura 34). 
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Figura 33. Western Blot rappresentativo dell'espressione proteica di SPRED-1 e 

della proteina housekeeping GAPDH in cellule HCAEC stimolate con EMP, con 

EMPmock-trasfected e con EMPmiR-126-downregulated per 24 ore. 

 

 

 

 

 

Figura 34. Analisi densitometrica dell'espressione di SPRED-1 nelle condizio-

ni sopraelencate. I valori sono espressi come Medie ± ES; *p<0,01, n=6). 

 

7. iEMP: EFFETTO SULLA PROLIFERAZIONE E MIGRAZIONE-

CELLULARE 

 

 L’iperglicemia rappresenta uno dei fattori determinanti nello svilup-

po e nella progressione del danno endoteliale. In questo contesto, le EMP 

possono giocare un ruolo importante come regolatori della funzionalità en-

doteliale. Per tale motivo siamo andati ad indagare l'effetto di EMP generate 

da cellule endoteliali esposte ad elevate concentrazioni di glucosio (30 mM) 

per 72 ore. Le microparticelle ottenute da queste condizioni sperimentali 

sono state definite microparticelle “injured” (iEMP). Non sono state rilevate 

differenze nella morfologia e nelle dimensioni rispetto alle EMP generate da 

EMP CTR EMPmiR-126-
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cellule endoteliali coltivate in condizioni basali. Infatti, le iEMP hanno un 

diametro inferiore ad 1µM, presentano fosfatidilserina ed il marker endote-

liale CD31 sulla superficie esterna. Anche il numero di microparticelle rila-

sciate dopo incubazione con terreno privo di supplementi per 24 ore non 

differisce tra iEMP e EMP. 

Abbiamo poi valutato l'effetto delle iEMP sulla proliferazione e sulla 

migrazione delle cellule endoteliali. Abbiamo quindi incubato le cellule en-

doteliali con le iEMP per 24 ore per valutare, mediante saggio BrdU, l'entità 

della proliferazione cellulare. Come mostrato in Figura 35, la proliferazione 

delle cellule endoteliali è ridotta in seguito a trattamento con le iEMP rispet-

to al controllo.  

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura 35. L'istogramma riporta la percentuale di cellule BrdU-positive in cellule 

di controllo (CTR), in cellule trattate con EMP e in cellule trattate con iEMP per 

24 ore (*p<0,01; n=6). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 36. Proliferazione cellulare misurata in tempo reale, mediante strumenta-

zione xCELLigence. CI (Cell Index)= 4,5±0.03(EMP) vs 3,1±0.02 (CTR) o vs 
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3,2±0.03 (iEMP) calcolato nelle 24 ore nelle cellule HCAEC trattate con EMP 

(rosso), trattate con iEMP (verde) e delle cellule di controllo (CTR) (blu). (p<0.01; 

n=10) 

 

 Questi dati sono stati confermati anche dal monitoraggio della proli-

ferazione in tempo reale mediante xCELLigence (Figura 36) 

La migrazione delle cellule endoteliali, misurata mediante Scratch 

assay ha dimostrato che la presenza di iEMP riduce la percentuale di proli-

ferazione rispetto alle cellule trattate con EMP per 20 ore (Figura 37)  

 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 37. Saggio di migrazione “Scratch assay” in cellule HCAEC di controllo 

(CTR), in cellule trattate con EMP e con iEMP per 6 ore e per 20 ore. L'analisi 

quantitativa della migrazione è misurata come percentuale dell'area totale rico-

perta da cellule (**p<,0.05; *p<0.01; n=6) 

 

 

 

 

6 ore 



 

62 

0

0,5

1

1,5

EMP iEMP

E
sp

re
ss

io
ne

 d
i m

iR
-1

26

* 

8. microRNA NELLE iEMP 
 

Abbiamo infine valutato l’espressione di miR-126 nelle iEMP otte-

nute dalle HCAEC trattate con elevate concentrazioni di glucosio mediante 

PCR Real-Time. La Figura 38 mostra che l’espressione di miR-126 è signi-

ficativamente ridotta di circa 60% nelle iEMP rispetto alle EMP. 

Questi dati, complessivamente, indicano che le iEMP, a differenza 

delle EMP, sono in grado di alterare i meccanismi di riparazione endoteliale, 

promuovendo la progressione del danno vascolare mediato da 

un’alterazione dell’espressione e del trasferimento di miR-126. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 38. Espressione di miR-126 nelle EMP e nelle iEMP mediante PCR-

Real Time (*p<0,05, n=8) 

 

9. EFFETTO DI GLP-1R SULLA PROLIFERAZIONE 
 

È ben noto che l’endotelio svolge un ruolo chiave in numerosi pro-

cessi fisiologici, quali la regolazione del tono vascolare e la proliferazione. I 

nostri dati dimostrano che le cellule endoteliali stimolate con EMP aumen-

tano la proliferazione con meccanismo miR-126-SPRED-1 dipendente, 

mentre le iEMP hanno un effetto antiproliferativo rispetto alle EMP. Nel 

processo di proliferazione assumono un ruolo importante i recettori sulla 

superficie della membrana cellulare, in particolare i recettori legati alla pro-

teina G. Studi in vitro su cellule progenitrici endoteliali hanno mostrato che 
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la stimolazione del recettore “GLP-1R” (Glucagon Like Peptide-1 Recep-

tor), recettore accoppiato alla proteina G, induce un aumento della prolifera-

zione cellulare 92. A tal scopo abbiamo verificato il ruolo di GLP-1R nella 

proliferazione delle cellule HCAEC mediante l’agonista recettoriale GLP-1 

(7-37). Come mostrato in Figura 39, la proliferazione delle cellule endote-

liali stimolate con GLP-1 (7-37) (linea rossa) aumenta circa dell'80 % fino a 

30 ore per poi raggiungere un plateau rispetto alle cellule di controllo. Que-

sto effetto viene abolito dal pre-trattamento delle cellule con l’antagonista 

recettoriale del GLP-1 (Exendin 9-39) (verde). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 39. Proliferazione cellulare misurata in tempo reale, mediante strumenta-

zione xCELLigence. CI (Cell Index)= 8±0.02(GLP-1 7-37) vs 6,3±0.02 (CTR) o vs 

6,5±0.03 (Exendin 9-39 + GLP-1 7-37) calcolato nelle 24 ore nelle cellule HCAEC 

trattate con GLP-1 (7-37) (rosso), trattate con Exendin 9-39 + GLP-1 (7-37) (ver-

de) e delle cellule di controllo (CTR) (blu). (p<0.01; n=10) 

 

L’effetto proliferativo mediato dal recettore GLP-1R è stato valutato 

nelle cellule endoteliali in presenza di EMP e di iEMP. Prima di tutto è stata 

determinata l’espressione proteica di GLP-1R mediante Western Blot. La 

Figura 40 mostra un rappresentativo immunoblot di espressione di GLP-1R 

e della proteina housekeeping GAPDH. Come si può notare l’espressione 

proteica del recettore GLP-1R è nettamente ridotta nelle cellule trattate con 

le iEMP, rispetto alle cellule trattate con le EMP o alle cellule di controllo 

(Figura 41).  
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Figura 40. Western Blot rappresentativo dell'espressione proteica di GLP-1R e 

della proteina housekeeping GAPDH in cellule HCAEC stimolate con EMP e 

con iEMP per 24 ore. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 41. Analisi densitometrica dell'espressione di GLP-1R nelle condizioni 

sopraelencate. I valori sono espressi come Medie ± ES; *p<0,01, n=6) 

 

 In seguito, è stata determinata la proliferazione cellulare in presenza 

di EMP o di iEMP indotta dall’agonista recettoriale GLP-1 (7-37) mediante 

xCELLigence. I nostri risultati dimostrano che la proliferazione cellulare 

indotta da GLP-1R è significativamente ridotta nelle cellule trattate con le 

iEMP rispetto a quelle trattate con le EMP (Figura 42). 
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Figura 42. Proliferazione cellulare misurata in tempo reale, mediante strumenta-

zione xCELLigence. CI (Cell Index)= 6,9±0.02(GLP-1 7-37) vs 3,8±0.02 (CTR) o 

vs 6±0.03 (GLP-1 7-37 + EMP) o vs 4,3±0.02 (GLP-1 7-37 + iEMP)  calcolato 

nelle 24 ore nelle cellule HCAEC di controllo (blu), trattate con le GLP-1 (7-37) 

(rosso), trattate con GLP-1 (7-37) e con EMP (azzurro), trattate con GLP-1 (7-37) 

e con iEMP (verde). (p<0.01; n=10) 

 

10. EFFETTO DELLE EMP E DELLE iEMP SULL’ATTIVAZIONE 

DI p-ERK 

 

 Le EMP promuovono in vitro la proliferazione endoteliale mediante 

il trasferimento alle cellule target di miR-126 con conseguente downregola-

zione di SPRED-1, enzima coinvolto nell’inibizione del segnale mediato 

dalle chinasi Ras/MAPK. Poichè il trattamento con le iEMP riduce la proli-

ferazione delle cellule endoteliali rispetto al trattamento con le EMP, ab-

biamo verificato se le iEMP sono coinvolte nella regolazione della prolife-

razione mediata dalle chinasi Ras/MAPK ed in particolare  dagli enzimi a 

regolazione extracellulare ERK 1/2. Le cellule HCAEC sono state quindi 

trattate per 24 ore con le EMP o con le iEMP precedentemente generate ed 

isolate. Le Figure 43 e 44 mostrano gli effetti delle EMP e delle iEMP 

sull’attivazione di ERK. L’attivazione di ERK è stata determinata dai livelli 

di fosforilazione della proteina ERK. Come si nota dall’immunoblot e 
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dall’analisi densitometrica, la fosforilazione di ERK è aumentata significati-

vamente in seguito al trattamento con le EMP mentre è ridotta dopo incuba-

zione con le iEMP. 

 

 

 

 

 

 

Figura 43. Western Blot rappresentativo dell'espressione proteica di p-ERK  e 

della rispettiva proteina non fosforilata i n cellule HCAEC stimolate con EMP 

e con iEMP per 24 ore. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 44. Analisi densitometrica dei livelli di fosforilazione di ERK nelle 

condizioni sopraelencate. I valori sono espressi come Medie ± ES; *p<0,01, 

n=6) 

 

Pertanto questi risultati indicano che i meccanismi molecolari 

proliferativi mediati dall’attivazione della via ERK e dalla stimolazione 

del recettore GLP-1R sono ridotti dall’azione antiproliferativa delle 

iEMP dovuta ad una riduzione di miR-126.

CTR EMP
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DISCUSSIONE 
 

 I principali risultati di questo studio dimostrano che a) le micro-

particelle (EMP) generate, in vitro, dalle cellule endoteliali favoriscono 

la proliferazione e la migrazione cellulare mediante il trasferimento di 

un microRNA (miR-126); b) miR-126 riduce l’espressione di SPRED-1, 

proteina che regola negativamente la proliferazione cellulare attraverso 

l'inibizione della via Ras/ERK chinasi; c) le microparticelle generate 

dalle cellule endoteliali cresciute ad elevata concentrazione di glucosio 

(iEMP) hanno un ridotto contenuto di miR-126 e attenuano la 

proliferazione e la migrazione delle cellule endoteliali mediante 

l'inibizione  di Ras/ERK 1/2; d) le iEMP  riducono l’espressione proteica 

del recettore GLP-1R direttamente coinvolto nella regolazione della pro-

liferazione cellulare endoteliale.  

 Questi dati pertanto suggeriscono che nel nostro modello 

sperimentale la funzionalità endoteliale può essere modulata dalle mi-

croparticelle e in particolar modo dal contenuto nelle microparticelle di 

miR-126. Mentre le EMP generate in condizioni “fisiologiche” possono 

concorrere a mantenere l’integrità dell’endotelio, le iEMP generate, in-

vece, in condizioni di iperglicemia, compromettono la funzionalità e 

l’omeostasi endoteliale riducendo i fenomeni rigenerativi e proliferativi 
96. 

Evidenze sperimentali hanno dimostrato che le microparticelle di 

origine endoteliale possono avere un ruolo importante nella fisiologia 

dell’endotelio ma anche indurre alterazioni della sua funzionalità 65. Le 

microparticelle infatti possono promuovere la sopravvivenza cellulare, 

esercitare effetti antiinfiammatori e indurre la rigenerazione endoteliale 
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quando la loro generazione e rilascio riflettono un equilibrio tra prolife-

razione e apoptosi cellulare 97. Le EMP sono in grado di ridurre 

l’apoptosi cellulare riducendo la proteolisi e la attivazione dei fattori 

pro-apoptotici come la caspase-3. Un altro studio ha dimostrato che, in 

vitro, il rilascio di EMP indotto dal trattamento farmacologico con stati-

ne migliora la funzionalità endoteliale in quanto queste EMP presentano 

proprietà anti-aterogene e anti-infiammatorie 62.  

Le microparticelle circolanti possono però esercitare un ruolo ne-

gativo sull’omeostasi endoteliale agendo come fattori pro-coagulativi, 

infiammatori e di stress ossidativo, caratteristiche di diversi stati patolo-

gici tra cui la trombosi, le malattie cardiovascolari e le malattie autoim-

muni. Per esempio, un’elevata quantità di EMP circolanti si associa alla 

progressione della patologie cardiovascolari come la trombosi 98, 

l’infarto cardiaco, o con lo sviluppo del diabete mellito di tipo 2 99. Stu-

di in vitro, hanno documentato che le EMP rilasciate da placche atero-

sclerotiche aggravano l’infiammazione endoteliale in quanto sono in 

grado di trasportare e rilasciare citochine pro infiammatorie come il 

TNF-α (Tumor Necrosis Factor-α) o le molecole di adesione come la E-

Selectina o ICAM 63.  

Alla luce di queste osservazioni, si può ipotizzare che il ruolo 

delle EMP nella funzionalità endoteliale è ambivalente in quanto le EMP 

possono agire in modo positivo o negativo sull’endotelio e ciò molto 

probabilmente dipende dalla quantità di EMP che vengono rilasciate o 

dal loro contenuto. In quest’ultimo caso, è molto importante conoscere 

la composizione delle proteine sulla superficie esterna delle EMP, la 

presenza di citochine o di molecole di adesione e il loro contenuto in 

microRNA.  
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In questo studio, abbiamo confrontato, in vitro, gli effetti di due 

popolazioni di EMP sulla funzionalità endoteliale misurata come indice 

di proliferazione e migrazione cellulare. Una popolazione di EMP è stata 

generata in condizioni “fisiologiche”, mentre l’altra, definita iEMP, da 

cellule endoteliali trattate con elevate concentrazioni di glucosio, allo 

scopo di mimare una situazione di disfunzione endoteliale. 

Questo è il primo studio che dimostra che le microparticelle, 

EMP e iEMP non differiscono per numero o per morfologia e nemmeno 

per il contenuto delle proteine (annexina e fosfatidilserina) presenti sulla 

superficie esterna, ma differiscono per la presenza di microRNA. Le 

iEMP infatti presentano un contenuto ridotto di miR-126 rispetto a quel-

lo presente nelle EMP.  

I dati di microarray indicano che il miR-126 tra i diversi mi-

croRNA studiati è quello più espresso nelle microparticelle di origine 

endoteliale. Inoltre, miR-126 viene attivamente trasferito alle cellule en-

doteliali “target”, favorendo un aumento della proliferazione e della mi-

grazione cellulare, agendo quindi in modo benefico per la omeostasi 

dell’endotelio. Le microparticelle invece ottenute da cellule trattate con 

elevate concentrazioni di glucosio (iEMP), che rappresentano una e-

spressione ridotta di miR-126, riducono la funzionalità endoteliale ini-

bendo sensibilmente sia la proliferazione che la migrazione cellulare. 

Per il momento, non conosciamo quali siano i meccanismi molecolari 

che portano una riduzione di miR-126 nelle iEMP, anche se possiamo 

ipotizzare che il glucosio possa interferire nella biosintesi o aumentare 

la degradazione di miR-126 mediante una azione di stress ossidativo. A 

conferma dei nostri risultati, un recente studio, in vivo, ha dimostrato 

che le microparticelle circolanti ottenute da pazienti diabetici di tipo 2 

presentano una riduzione significativa del contenuto di miR-126 rispetto 
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alle microparticelle circolanti ottenute da soggetti di controllo e che i 

livelli di miR-126 erano inversamente correlati con la glicemia a digiuno 
100. L’aumento dell’attività proliferativa delle cellule endoteliali indotte 

dal trasferimento dalle EMP di miR-126 è dovuto principalmente a una 

riduzione della espressione proteica di SPRED-1 (Sprouty-related, 

EVH1 domain-containing protein). miR-126 si lega infatti specificata-

mente alla regione 3’ UTR dell’mRNA di SPRED-1 in modo da regolare 

la sua traduzione 101. SPRED-1 è una proteina di membrana che agisce 

da soppressore dell’attivazione, in risposta ai fattori di crescita, di alcuni 

pathways intracellulari coinvolti nella proliferazione e migrazione cellu-

lare. L’azione inibitoria di SPRED-1 sulla proliferazione cellulare è me-

diata soprattutto dall’inattivazione degli enzimi a regolazione extracellu-

lari, ERK1/2 101. Pertanto, il nostro studio dimostra che miR-126, conte-

nuto nelle EMP aumenta la proliferazione e migrazione cellulare me-

diante l’inibizione di SPRED-1, mentre il ridotto contenuto di miR-126 

presente nelle iEMP abolisce questi effetti, aumentando l’attivazione e 

l’espressione di SPRED-1.  

Nel processo di proliferazione, inoltre, assumono un ruolo impor-

tante i recettori accoppiati alla proteina G, in particolare il recettore 

GLP-1R (Glugacon Like Peptide-1 Receptor) 92. GLP-1R è stato identi-

ficato nelle cellule β pancreatiche ma è ampiamente espresso anche nei 

tessuti extrapancreatici, tra cui le cellule endoteliali. Il legame 

dell’agonista GLP-1 (7-37) con il suo recettore GLP-1R determina 

l’attivazione di importanti vie metaboliche, tra cui la via ERK 1/2, coin-

volta nella regolazione della proliferazione cellulare 92. I nostri risultati 

dimostrano per la prima volta che il trattamento delle cellule endoteliali 

con iEMP riduce la espressione del recettore GLP-1 e abolisce el’effetto 

proliferativo dell’agonista recettoriale GLP1 (7-37).
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CONCLUSIONI 
 

 In conclusione, questo studio dimostra per la prima volta che i 

microRNA presenti nelle microparticelle possono agire da mediatori di 

comunicazione intercellulare, in quanto possono essere trasferiti 

all’interno di cellule target per modulare diverse attività metaboliche 

come la proliferazione e migrazione cellulare. Questi effetti possono es-

sere benefici o negativi per la cellula in rapporto al loro contenuto di 

microRNA. In particolare, miR-126 può svolgere un ruolo importante 

come regolatore della funzionalità e integrità endoteliale. Pertanto, le 

microparticelle potrebbero essere utilizzate manipolando il loro contenu-

to di microRNA, per interventi terapeutici soprattutto nelle patologie 

cardiovascolari. 
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