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INTRODUZIONE

Tra le complicanze angiopatiche del diabete mellito, le ulcere a carico del piede con le loro
conseguenze anche a carattere sistemico rappresentano la prima causa di ospedalizzazione nei
diabetici concretizzandosi nella cosiddetta sindrome del piede diabetico (DFS).

Le modifiche epigenetiche conseguenti alla iperglicemia cronica prendono il nome di “metabolic
memory” e si esplicano su svariati geni. Inoltre, € noto che polimorfismi a singolo nucleotide
(SNPs) ed espressione di alcuni miRNA sono implicati in quattro diverse fasi patogenetiche
dell’'ulcera diabetica (5-7).

A nostra conoscenza, non esistono in letteratura, studi che abbiano correlato le modifiche
epigenetiche indotte sui miRNA 126, 305 e 217, la loro espressione e il ruolo dei polimorfismi a
singolo nucleotide su geni che codificano per citochine infammatorie e per molecole
proangigeniche, come ENOS, VEGF e HIF1lalpha, con la disfunzione endoteliale e con i livelli di

adipochine.
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OBBIETTIVI DELLO STUDIO

Gli obiettivi principali sono:

analizzare I'espressione dei miRNA selezionati e correlarla ad eventuali modifiche epigenetiche;
valutare i polimorfismi a singolo nucleotide sui geni che codificano per molecole infiammatorie e
proangiogeniche in soggetti diabetici con e senza piede diabetico allo scopo di caratterizzare la
presenza di una eventuale “profilo genetico ed epigenetico” associato alla predisposizione allo
sviluppo della sindrome del piede diabeitco (DFS)

In una coorte di pazienti diabetici con e senza complicanze del piede rispetto ad una coorte di
soggetti sani di controllo verranno quindi analizzate I’espressione e le modifiche epigenetiche sui

seguenti miRNA :

e miRNA 126,
e miRNA 503
e miRNA 217

e i seguenti polimorfismi:

e SNPrs1800795 del gene IL-6 -G174C

SNP rs1800629 del gene TNF-a -G308A

SNP rs699947 del gene VEGF-C2578A

SNP rs3025039 del gene VEGF C936T

SNP rs1799983 del gene ENOS-G894T
e SNPrs11549465 del gene HIF-1alpha C1772T
Ulteriore obiettivo sara quello di valutare eventuali correlazioni tra il profilo genetico ed

epigenetico e i markers sierologi di inflammazione e disfunzione vascolare (IL-6; TNFalfa, VEGF,
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HIF-1 alpha), i livelli sierici di adipochine infiammatorie (gremlina 1, resistina, adiponectina) e gli
indici strumentali di disfunzione endoteliale ( RHI, PWV, Alx) nella popolazione di pazienti in
studio.

RISULTATI ATTESI

[ risultati attesi dallo studio saranno relativi alla individuazione di possibili modificazioni a
livello dell’espressione di miRNA 126, 503 e 217 e di una diversa distribuzione allelica in termini
di SNP (rs1800795 del gene IL-6 -G174C, SNP rs1800629 del gene TNF-a -G308A, SNP rs699947
del gene VEGF-C2578A, SNP rs3025039 del gene VEGF C936T, SNP rs1799983 del gene ENOS-
G894T, SNP rs11549465 del gene HIF-lalpha C1772T), volti a individuare possibili
predisposizioni geniche a sviluppare la complicanza ulcerativa dell’arto inferiore in soggetti
diabetici. Tali predisposizioni potrebbero permettere una diagnosi precoce e potrebbero
supportare con un approccio di tipo traslazionale la identificazione di nuovi possibili “target”

terapeutici. Inoltre ulteriore risultato atteso e la possibile correlazione con un pathway di tipo

adipo-infiammatorio e con un maggior grado di disfunzione endoteliale.

Cronoprogramma

Fase 1

Arruolamento pazienti con diabete mellito di tipo 2 con complicanza da ulcera diabetica del piede
afferenti presso la nostra UOC di Medicina Interna con Stroke Care e pazienti consecutivi con
diabete mellito di tipo 2 senza menzione di complicanza ulcerativa dell’arto inferiore. Saranno
altresi reclutati anche pazienti senza diabete mellito afferenti presso il nostro reparto per altre

cause esclusi il diabete mellito e gli eventi cardiovascolari acuti.



FASE 2

Raccolta anamnestica, valutazione dell’emoglobina glicata, somministrazione del minimental
State examination (MMSE) (come marker di decadimento cognitivo espressione di malattia

cerebrovascolare precoce), raccolta di campioni ematici per analisi genetica e biochimica

FASE 3

Analisi della funzione endoteliale

La valutazione della funzione endoteliale verra analizzata tramite il device Endopat2000:

I dati dell’'RH-PAT verranno analizzati in maniera digitale tramite il dispositivo Endo-PAT2000

software version 3.0.4. con valutazione del RHI ( reactive hyperaemia index)

Analisi genetica dei polimorfismi

¢ Genotipizzazione mediante saggio di discriminazione allelica in real time PCR
Verranno utilizzati assays specifici per:

- SNPrs1800795 del gene IL-6 -174, G>C; SNP rs1800629 del gene TNF-a-308, G>A ;

- SNP rs699947 del gene VEGF:-2578, C>A ; SNP rs11549465 del gene HIF-1alpha-1772,

C>T

Analisi dei micro RNA

e Isolamento del RNA totale da sangue periferico: ; Amplificazione tramite Quantitative
Real-Time PCR: Un quantitativo di 10 ng di RNA totale verra trascritto inversamente con il

kit Tagman microRNA RT (Invitrogen). L’analisi Quantitative real-time PCR (qRT-PCR)



verra eseguita utilizzando il Sistema 7300 PCR System (Thermo Fisher Scientific).

e ANALISI BIOCHIMICA

Le concentrazioni sieriche di Gremilina 1, TNFalpha, VEGF, HIFalpha, IL-6 verranno misurate

mediante i rispettivi kit ELISA.
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