4. Dicembre
Potenzialita della miromica nella rigenerazione della cartilagine umana

Cio che il bruco chiama fine del mondo,
il resto del mondo chiama farfalla.
Lao Tzu

Sebbene gli esseri umani non possano far ricrescere arti interi, La rigenerazione della cartilagine
negli adulti, in particolare nel ginocchio e nella caviglia, & stata osservata in alcuni pazienti
sottoposti a procedure di distrazione articolare

Nozaka K et al. Effectiveness of distal tibial osteotomy with distraction arthroplasty in varus ankle osteoarthritis. BMC
Musculoskelet Disord. 2020 Jan 14;21(1):31.

Jansen MP et al. Changes in Cartilage Thickness and Denuded Bone Area after Knee Joint Distraction and High Tibial
Osteotomy-Post-Hoc Analyses of Two Randomized Controlled Trials. J Clin Med. 2021 Jan 19;10(2):368.

Jansen MP et al Knee Joint Distraction Compared with High Tibial Osteotomy and Total Knee Arthroplasty: Two-
Year Clinical, Radiographic, and Biochemical Marker Outcomes of Two Randomized Controlled Trials. Cartilage.
2021 Apr;12(2):181-191.

Cio suggerisce che i mammiferi, compresi gli esseri umani, hanno una limitata capacita intrinseca
di rigenerazione tissutale che diminuisce con I'eta.

Studi genetici e biochimici sull'uomo indicano che I'osteoartrite (OA) si verifica quando i condrociti
non riescono a mantenere l'equilibrio tra attivita anaboliche e cataboliche, in particolare del

collagene
Hannink G et al. Ageing is associated with reduction of mechanically-induced activation of Smad2/3P signaling in
articular cartilage. Osteoarthritis Cartilage. 2016 Jan;24(1):146-57.

L'OA, la forma piu diffusa di artrite, colpisce oltre 500 milioni di persone in tutto il mondo .Mentre
molte ricerche si concentrano su strategie esterne per promuovere la rigenerazione della

cartilagine, questo studio indaga i meccanismi di riparazione intrinseci della cartilagine.
Yao Q et al. G. Osteoarthritis: pathogenic signaling pathways and therapeutic targets. Signal Transduct Target Ther.
2023 Feb 3;8(1):56.
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Hsueh MF et al.
Anabolic indices of matrix proteins identify
regenerative small RNA intrinsic to human cartilage.
Sci Adv. 2025 Jul 11;11(28):eadu8440.



che un insieme di smRNA nella cartilagine umana coordini una risposta rigenerativa allo
stress simile a quella osservata nella rigenerazione

Hanno valutato |'anabolismo della cartilagine misurando gli "indici anabolici" utilizzando Ia
spettrometria di massa per tracciare i livelli di deamidazione di cinque proteine della matrice
extracellulare (ECM). La deamidazione, l'idrolisi dei gruppi ammidici nei residui di Asn o GIn funge

da orologio molecolare per valutare I'anabolismo tissutale.
Robinson NE, Robinson AB. Prediction of protein deamidation rates from primary and three-dimensional structure.
Proc Natl Acad Sci U S A. 2001 Apr 10;98(8):4367-72.

Poiché I'ECM cartilaginea non dispone di sistemi enzimatici noti per riportare gli amminoacidi
deamidati alle loro forme native questo metodo misura I'anabolismo proteico della cartilagine,
facilitando I'identificazione di smRNA implicati nella patogenesi della malattia o nelle risposte

compensatorie allo stress.
Cloos PA et al. , Non-enzymatic covalent modifications of proteins: mechanisms, physiological consequences and
clinical applications. Matrix Biol. 2002 Jan;21(1):39-52. doi: 10.1016/50945-053x(01)00188-3. PMID: 11827791.

Sono stati identificatitre microRNA (miRNA) (miR-21, miR-31 e miR-181c) coinvolti nella
rigenerazione in diverse specie e confermato la loro associazione con I'anabolismo della cartilagine

nel tessuto OA umano
Hsueh MF et al Analysis of "old" proteins unmasks dynamic gradient of cartilage turnover in human limbs. Sci Adv. 20719 Oct
9;5(10):eaax3203.

Il lavoro é stato ulteriormente perfezionato utilizzando il sequenziamento dell'RNA
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La figura riassume il flusso di lavoro sperimentale utilizzato per identificare e caratterizzare gli
smRNA rigenerativi nel tessuto cartilagineo. Il processo inizia con |'estrazione dell'RNA e
I'isolamento delle proteine della matrice extracellulare (ECM) da campioni di cartilagine ottenuti



da articolazioni di anca, ginocchio e caviglia. Il sequenziamento dell'RNA e stato eseguito per
analizzare sia gli sSmRNA, inclusi miRNA e piRNA, sia gli mRNA, mentre la spettrometria di massa e
stata utilizzata per esaminare le proteine della matrice extracellulare (ECM) e determinarne gli
indici anabolici.

Correlando I'espressione dell'smRNA con gli indici anabolici di cinque proteine chiave della matrice
extracellulare (ECM), e stata evidenziata una rete regolatoria coordinata di smRNA, inclusi sia
miRNA che RNA interagenti con piwi (piRNA), collegati a un fenotipo cartilagineo rigenerativo, in
particolare nella cartilagine OA della caviglia.

Questa analisi ha portato all'identificazione di 69 smRNA rigenerativi (miRNA e piRNA). Sulla base
della loro correlazione con gli indici anabolici proteici, gli smRNA identificati sono stati classificati
in smRNA pro-anabolici e anti-anabolici. Sono stati identificati i bersagli degli mRNA e le vie di
segnalazione di questi SmRNA. Le funzioni di un smRNA pro-anabolizzante chiave, miR-21 o di un
controllo codificato in modo scrambled, sono state valutate in vitro in una linea cellulare di
condrociti ed espianti di cartilagine con vettori di rilascio basati sul virus adeno-associato di tipo 2
(AAV?2).

La funzione pro-anabolizzante di miR-21 e stata confermata attraverso analisi dell'espressione
genica, marcatori biochimici e profili citochinici.

Questo approccio completo ha combinato analisi genomiche, proteomiche e funzionali per chiarire il ruolo
degli smRNA nella rigenerazione della cartilagine, aprendo potenzialmente nuove strade per interventi
terapeutici nei disturbi correlati alla cartilagine. m / z, rapporto massa/carica.

In tutte le articolazioni degli arti inferiori, i livelli di espressione di smRNA erano fortemente
correlati con I'anabolismo proteico, suggerendo un meccanismo di regolazione condiviso. Nello
specifico, I'espressione di 69 smRNA chiave della cartilagine era fortemente correlata con gli indici
anabolici di cinque principali proteine cartilaginee della matrice extracellulare (ECM), rafforzando
un quadro di regolazione conservato per [|'anabolismo cartilagineo, indipendentemente
dall'eziologia dell'OA.

Tra queste articolazioni, la cartilagine della caviglia affetta da OA ha mostrato il profilo
prorigenerativo piu pronunciato, con la maggiore sovraregolazione di 39 smRNA proanabolici e la
maggiore sottoregolazione di 30 smRNA antianabolici.

Complessivamente i risultati suggeriscono un potenziale ruolo modificante la malattia per miR-21,
in particolare, regolando positivamente i geni dell'ECM ( COL2A1 e ACAN ) e MMP13 ma non la
secrezione delle proteine MMP-1, MMP-3 0 MMP-9.

Sebbene le MMP siano generalmente associate alla patogenesi dell'OA, la MMP-13 ha effetti
benefici sulla riparazione della cartilagine scindendo e consentendo la rimozione del collagene di
tipo Il danneggiato facilitando cosi la deposizione di collagene di nuova sintesi, ed & uno dei geni
che viene sovraregolato dalla lesione (ferita al fianco dell'axolotl), arricchito nel tessuto degli arti
durante la rigenerazione degli arti dell'axolotl e associato a difetti degli arti negli esseri umani
guando mutato, una condizione nota come malattia di Pyle.

Insieme, questi dati supportano ruoli essenziali sia per i processi pro-anabolizzati che per quelli di
rimodellamento della cartilagine nella rigenerazione.
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La figura riporta la mappa di calore e la matrice di correlazione degli sSmRNA pro-anabolizzante e
anti-anabolizzante nella cartilagine umana con OA e non-OA.

(A) Mappa di calore che illustra la correlazione tra smRNA pro-anabolici e anti-anabolici nella
cartilagine di caviglia, ginocchio e anca, in campioni con OA (in alto) e non-OA (in basso). Sulla base
dei coefficienti di correlazione, gli smRNA con correlazioni positive (punti blu) con gli indici
anabolici (di cinque proteine separate) e l'indice rigenerativo (delle cinque proteine combinate)
sono stati definiti come smRNA pro-anabolici, mentre quelli con correlazioni negative (punti rossi)
sono stati classificati come smRNA anti-anabolici. Le cinque proteine studiate erano ACAN G1
domain, COMP, PRELP, COL3A1 e COL2AL1. Le associazioni tra SmRNA e gradiente di localizzazione
articolare (caviglia-ginocchio-anca) indicano che gli smRNA pro-anabolici sono piu numerosi nella
caviglia, mentre gli smRNA anti-anabolici sono piu numerosi nell'anca. Questi modelli erano
evidenti nei campioni con OA, ma non in quelli senza OA. Tra il gruppo di 59 miRNA anabolici
rigenerativi della cartilagine umana, il 35,6% (21 su 59) e stato espresso durante la rigenerazione
dell'arto, rispetto al 31% (87 su 280) dei restanti miRNA della cartilagine umana.

B ) La matrice di correlazione dei 69 piccoli RNA, identificati nella cartilagine degli arti inferiori
umani, & divisa in tessuto OA (in alto a destra) e tessuto non OA (in basso a sinistra). Nella
cartilagine OA, gli smRNA pro-anabolici e anti-anabolici hanno dimostrato forti correlazioni
all'interno dei rispettivi gruppi, mentre erano inversamente correlati tra loro. Al contrario, la
cartilagine non OA ha mostrato solo correlazioni deboli e sparse tra gli smRNA, indicando una
minore interazione tra fattori pro- e anti-anabolici.



I 59 miRNA identificati sono coinvolti in processi correlati all'artrite come l'inflammazione e la
degradazione della cartilagine (miR-9, miR-21 e miR-146a); l'omeostasi della cartilagine, il
metabolismo dei condrociti e I'attivita degli enzimi proteolitici (miR-27a, miR-101 e miR-146a); la
proliferazione cellulare e I'apoptosi nei condrociti (miR-132); la modulazione della segnalazione del
TGF (miR-21 e miR-146); e |'angiogenesi (miR-126)

Considerazioni

I miRNA sono promettenti per applicazioni terapeutiche grazie alla loro mancanza di integrazione
nel genoma e alla loro “farmacizzabilita”, gia dimostrata in uno studio di fase 1 sull'uomo per il

cancro
Hong DS et al. Phase 1 study of MRX34, a liposomal miR-34a mimic, in patients with advanced solid tumours. Br J
Cancer. 2020 May;122(11):1630-1637.

Ulteriori ricerche su queste reti di sSmRNA potrebbero fornire informazioni sulle terapie per I'OA e
altre lesioni tissutali. Sebbene le specifiche reti geniche regolate dall'smRNA rigenerativo della
cartilagine richiedano ulteriori chiarimenti, questo studio ha mostrato il coinvolgimento di varie
reti, tra cui la segnalazione di TGF-B, la segnalazione di NF-kB e le reti di segnalazione di PI3K-Akt.

Sebbene i fattori meccanici possano influenzare I'espressione di smRNA specifica per articolazione,
la presenza di un gradiente di espressione degli arti inferiori nell'lOA, ma non nelle articolazioni
non OA, suggerisce che i fattori meccanici non siano il determinante primario del gradiente.
Inoltre, la rigenerazione avviene sia nelle appendici portanti (arti) che in quelle non portanti (pinne
e code) e altrettanto bene negli arti anteriori e posteriori. La memoria epigenetica, come
I'espressione di miRNA e la modificazione degli istoni, probabilmente svolge un ruolo chiave nel
mantenimento delle informazioni fenotipiche e posizionali durante la rigenerazione della

cartilagine, come avviene nelle cellule del blastema
Hayashi S et al. Epigenetic modification maintains intrinsic limb-cell identity in Xenopus limb bud regeneration. Dev
Biol. 2015 Oct 15;406(2):271-82.

Questo studio e stato limitato dal suo focus esclusivo sulla cartilagine; l'inclusione di altri tessuti
articolari o tipi di artrite potrebbe fornire spunti di riflessione diversi. Inoltre, i nostri esperimenti
di espianto in vitro sono stati condotti su cartilagine osteoartrosica non lesionata. E possibile che il
miR-21 trasdotto abbia avuto un effetto maggiore sulla cartilagine non osteoartrosica, poiché la
cartilagine osteoartrosica, anche in aree lontane dalle lesioni, potrebbe gia mostrare una certa
sovraregolazione della risposta riparativa dell'smRNA, attenuando potenzialmente ['effetto
dell'smRNA esogeno.

In sintesi, questo studio svela differenze rigenerative regione-specifiche nella cartilagine umana
affetta da OA, con importanti implicazioni cliniche. Gli indici anabolici e rigenerativi derivati dalla
spettrometria di massa forniscono un quadro quantitativo per valutare le risposte di riparazione
anabolica della cartilagine, facendo progredire la nostra comprensione della funzione degli smRNA
in vivo. La robusta capacita rigenerativa intrinseca della cartilagine della caviglia evidenzia
differenze specifiche per articolazione nel potenziale di riparazione e identifica bersagli terapeutici
per migliorare la rigenerazione in ambienti meno favorevoli, come il ginocchio e l'anca. Questi
risultati offrono un modello per decifrare i meccanismi di riparazione della cartilagine e guidare lo
sviluppo di terapie rigenerative per I'OA. Sono necessarie ulteriori ricerche per indagare il ruolo e il
potenziale terapeutico di miR-21 e di altri smRNA rigenerativi della cartilagine. Sebbene la
rigenerazione della cartilagine umana affetta da OA non replichi completamente la rigenerazione
degli arti in specie come gli axolotl, i nostri risultati rivelano meccanismi molecolari conservati che
meritano un'esplorazione pil approfondita.



