
 

 

 

Sede Amministrativa: Università degli Studi di Padova 

DIPARTIMENTO DI SALUTE DELLA DONNA E DEL 

BAMBINO 

___________________________________________________________________ 

SCUOLA DI DOTTORATO DI RICERCA IN MEDICINA 

DELLO SVILUPPO E SCIENZE DELLA PROGRAMMAZIONE 

SANITARIA  

 

INDIRIZZO di ONCO-EMATOLOGIA, GENETICA, MALATTIE 

RARE e MEDICINA PREVENTIVA  

CICLO: XXXI° 

 
 

INDIVIDUAZIONE DI UN POTENZIALE PROFILO DI 

miRNA PREDITTIVI DI RIGETTO SUBCLINICO IN 

PAZIENTI PEDIATRICI TRAPIANTATI DI RENE  

Tesi redatta con il contributo finanziario dell’associazione il Sogno di Stefano 

 

Coordinatore: Ch.mo Prof. Carlo Giaquinto 

Supervisore: Dott.ssa Luisa Murer 

Co-Supervisore: Dott.ssa Susanna Negrisolo 

 

      Dottorando: Andrea Carraro 

         

 



1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



2 

 

INDICE              Pag. 

 

1. ABSTRACT        5 

2. ABSTRACT (Inglese)       8 

3. INTRODUZIONE        11 

3.1 Il trapianto di rene in età pediatrica   12 

3.2 Il Rigetto nel trapianto di rene    14 

3.2.1 Indici di funzionalità renale    14 

3.2.2 La biopsia renale     15 

3.2.3 ABMR (Antibody mediated rejection)  17 

3.2.4 TCMR (T-cell mediated rejection)   18 

3.3 Il Rigetto subclinico       19 

3.4 La biopsia renale di protocollo    19 

3.5 Anticorpi anti-HLA DSA     20 

3.6 Biomarcatori di danno renale     25 

3.6.1 I microRNA      25 

3.6.2 Le vescicole extracellulari    29 

4. SCOPO         34 

5. MATERIALI E METODI       36         

5.1 Selezione e arruolamento pazienti    37       

5.2 Modalità di raccolta e conservazione   37 

                dei campioni  

5.3 Disegno dello studio      38 

5.4 STUDIO RETROSPETTIVO     39 

5.4.1 Creazione e compilazione     39 

database trapianti 

5.4.2 Schema riassuntivo degli esperimenti  41 

5.4.3 Isolamento vescicole     42 

extracellulari sieriche 

5.4.4 Estrazione RNA totale da     43 

tessuto bioptico e da EVs sieriche 



3 

 

5.4.5 Valutazione qualitativa e     44 

quantitativa dei miRNA estratti 

5.4.6 NGS sequencing      47 

5.4.6.1 Schema riassuntivo     48         

del sequenziamento NGS                                  

5.4.6.2 SMARTer smRNA-Seq: Poliadenilazione 48 

5.4.6.3 SMARTer smRNA-Seq: Sintesi del cDNA 49 

5.4.6.4 SMARTer smRNA-Seq: PCR e Cleanup  50 

5.4.6.5 Validazione delle Librerie    51 

5.4.6.6 Sequenziamento     53        

5.5 Analisi bioinformatica e statistica dei dati  55 

5.5.1 Read trimming       55   

5.5.2 miRBase        55         

5.5.3 Analisi statistica      55  

6 RISULTATI         57 

6.1 Compilazione del database     58 

6.2 Qualità e concentrazione dei miRNA   59 

6.3 miRNA identificati nei tessuti    60 

6.4 miRNA identificati nel siero     63 

7 DISCUSSIONE e CONCLUSIONI      64 

8. PROSPETTIVE FUTURE       73 

8.1 MATERIALI E METODI      73 

8.1.1 Preparazione dei campioni urinari   74 

8.1.2 Isolamento delle vescicole extracellulari  74 

urinarie (uEVs) 

8.1.2.1 Norgen Urine Exosome RNA Isolation  74 

Kit (modificato) 

8.1.2.2 ExoQuick-TCTM Exosome Precipitation 74 

Solution 

8.1.2.3 Qiagen exoEasy Maxi Kit   75 

8.1.2.4 Ultracentrifugazione con filtri    75 

Amicon® filter 



4 

 

8.1.2.5 Izon qEVsingle Size Exclusion Column 75  

8.1.3 Purificazione delle uEVs     76 

8.1.4 Quantificazione della frazione    76 

 proteica vescicolare       

8.1.5 Caratterizzazione delle uEVs:    76  

quantità e dimensioni 

8.2 RISULTATI        77 

8.2.1 Messa a punto di un sistema efficace di  77 

estrazione delle vescicole extracellulari  

da urine 

8.2.2 Conclusioni       79 

9. BIBLIOGRAFIA        81 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



5 

 

1. ABSTRACT  

Il trapianto di rene rappresenta il trattamento ottimale per la cura 

dell’insufficienza renale terminale. La sopravvivenza dell’organo 

trapiantato nei pazienti pediatrici mostra un tasso percentuale a 5 

anni del 83% nel caso di donatore vivente, e del 70%, nel caso di 

donatore cadavere.  

La causa principale di disfunzione del graft con conseguente perdita è 

il rigetto renale. Sebbene la terapia immunosoppressiva abbia ridotto 

l’insorgenza di rigetto, la durata dell’organo trapiantato può ancora 

essere migliorata, considerando le aspettative di vita di un bambino. 

Attualmente la procedura standard usata per la diagnosi dello stato 

di salute del rene trapiantato è l’ago-biopsia renale, anche se rimane 

comunque una pratica invasiva per il paziente con possibile 

insorgenza, seppure in rari casi, di complicanze come infezioni o 

sanguinamento. Inoltre, la biopsia renale risulta utile nel 

monitoraggio del trapianto, ma non riesce a evitare l’insorgenza di 

danno istologico.  

L’interesse verso nuovi possibili biomarcatori utili nella prevenzione 

del rigetto renale e tutt’ora rilevante. Tra i possibili candidati 

troviamo i microRNA (miRNA), corte sequenze di RNA non codificante 

lunghe 21 – 23 nt, coinvolti nella regolazione di diverse vie di 

segnalazione post-trascrizionali. I miRNA sono coinvolti in diversi 

processi come la sopravvivenza cellulare, lo sviluppo, la 

differenziazione, la proliferazione, e la modulazione della risposta 

immunitaria. A livello renale, sembrano avere un coinvolgimento nella 

regolazione dello sviluppo, in diversi processi fisiologici e patologici. 

Diversi studi hanno dimostrato come l’espressione dei miRNA possa 

variare nei fluidi biologici e in campioni tissutali di adulti trapiantati 

di rene. Per questo motivo, i miRNA sono attualmente studiati come 
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possibili marker diagnostici/prognostici e potenziali targets 

terapeutici nel trapianto di rene.  

Un'altra interessante risorsa di biomarker di rigetto renale, sembrano 

essere le vescicole extracellulari (EVs). Le EVs sono nanoparticelle 

sferiche costituite da strato fosfolipidico e rilasciate da tutte le 

tipologie cellulari. Queste particelle possono agire sulle cellule 

bersaglio in diversi modi, inclusa la stimolazione cellulare, il 

trasferimento di proteine, lipidi e materiale genetico, come RNA 

messaggero (mRNA) e miRNA, interagendo anche a lunga distanza.  

Basandoci su questi dati si è deciso di effettuare uno studio 

retrospettivo dei miRNA espressi in campioni bioptici e vescicolari 

sierici di pazienti pediatrici trapiantati. In particolare, è stato 

selezionato un gruppo di 20 pazienti, 10 con diagnosi istologica 

normale (CONT) e 10 con diagnosi di rigetto renale subclinico (SCR), 

ad 1 anno dal trapianto. La frazione di miRNA ottenuta aveva un 

range di concentrazione di 0,7 – 7 ng/µl nei campioni di tessuto 

renale e di 0,06 – 0,52 ng/µl nei campioni vescicolari. I miRNA 

estratti sono stati sequenziati con tecnologia NGS. I risultati 

dell’analisi statistica post sequenziamento hanno evidenziato 5 

miRNA (miR-142-3p, miR-142-5p, miR-101-3p, miR-106b-3p and 

miR-185-5p) significativamente sovraespressi nei campioni tissutali 

di pazienti SCR (p-value <0,05), mentre lo stesso trend non è 

osservabile nelle EVs sieriche. Anche se i campioni vescicolari non 

hanno sottolineato differenze d’espressione dei miRNA 

statisticamente significative, nel pool identificato tramite 

sequenziamento sono stati rilevati 4 dei 5 miRNA sovraespressi nei 

tessuti dei CONT (miR-142-3p, miR-142-5p, miR-101-3p and miR-

185-5p).  

Sarebbe interessante proseguire la ricerca verificando gli stessi 

miRNA anche in campioni di EVs urinarie di pazienti pediatrici 
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trapiantati di rene. Infine, questo studio può contribuire ad ottenere 

un test di laboratorio pratico e utile nella predizione d’insorgenza di 

rigetto renale in pazienti pediatrici e migliorare la terapia 

personalizzata. 
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2. ABSTRACT (Inglese) 

Kidney transplantation represents the optimal treatment for renal 

failure. The survival kidney graft rates about 83% (deceased donor) 

and 70% (living donor) in the pediatric transplanted patients at five 

years post transplantation.  

The major cause of the delayed graft function and loss of the kidney 

is the rejection. Although the immunosuppressive therapy has 

reduced the onset of rejection, the endurance of the graft could 

further be improved, considering the life expectancy of a child. 

Currently, the standard procedure used in the diagnosis is the renal 

needle biopsy. Though the incidence of serious complications it has 

been reduced, needle biopsy remains an invasive practice for the 

patients and could lead to different risks such as infection or 

bleeding. Furthermore, kidney biopsy it is useful to improve kidney 

monitoring, however it does not avoid the histological damage.  

The interest in new possible biomarkers useful in the prevention of 

kidney rejection is still notable. Among all the possible candidates, 

they have been identified the microRNAs (miRNAs), short noncoding 

RNA sequence of about 21 – 23 nucleotide long, involved in the 

mediation of several post transcriptional pathways. The miRNAs are 

involved in different processes such as cellular survival, development, 

differentiation, proliferation as well as to modulate the immunity. In 

the kidney, they seem to be involved in the regulation of renal 

development and in various physiological and pathological processes. 

Different studies have shown how the expression of miRNAs may 

change in biologic fluids and tissues in adult kidney transplanted 

patients. Therefore, miRNAs are currently being investigated as 

diagnostic/prognostic markers and possible therapeutic targets in 

kidney transplantation.  
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Another interesting source of biomarkers in the kidney rejection, it 

seems to be extracellular vesicles. Extracellular vesicles (EVs) are 

lipid bound nanoparticles release from all cell type. These particles 

act on target cells in different ways, including cell stimulation, 

transfer of proteins, lipids, genetic material, such as messenger RNA 

(mRNA) and miRNAs, to target cells, interacting even at a long 

distance.  

Based on these evidences, we performed a retrospective miRNA 

screening on biopsies and serum extracellular vesicles samples of 

pediatric transplanted patients. Particularly, we selected a pool of 

twenty patients, 10 without histological diagnosis of rejection (CONT) 

and 10 with histological diagnosis of subclinical rejection (SCR), at 1-

year post transplantation. The miRNAs fraction showed a different 

range of concentration between tissue samples (0,7 e 7 ng/µl) and 

vesicles samples (0,06 e 0.52 ng/µl). The different levels of 

concentration are probably due to the isolation method of the 

vesicles, leading to a high dilution of the samples (resulting in the 

loss of a miRNA fraction). The miRNAs extracted were subsequently 

sequenced by NGS technology. The results of post-sequencing 

statistical analysis have highlighted five miRNAs (miR-142-3p, miR-

142-5p, miR-101-3p, miR-106b-3p and miR-185-5p) significantly 

overexpressed on tissue’ samples of SCR patients (p-value <0.05%), 

whereas the same trend is not observed in serum EVs. Although the 

EVs samples did not show a different statistical expression of 

miRNAs, in the pool of vesicles, four out of the five miRNAs (miR-142-

3p, miR-142-5p, miR-101-3p e miR-185-5p) expressed in the tissues 

of SCR patients, they were found.  

It would be interesting to continue the research by checking the same 

miRNAs also in urinary EVs samples from pediatric transplanted 

kidney patients. Finally, this study could contribute to obtain a new 



10 

 

laboratory test, useful to predict the onset of kidney rejection in 

pediatric patients and ameliorate the medical personalized therapy. 
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3. INTRODUZIONE 
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3.1 Il trapianto di rene in età pediatrica 

Le malattie renali con evoluzione in insufficienza renale cronica 

terminale (ESRD) rappresenta una delle maggiori cause di grave 

morbidità e rischio di mortalità in età infantile e pediatrica (0-18 

anni). Infatti ogni anno 5 bambini su 10 affetti da malattie renali 

progrediscono verso lo stadio di ESRD aumentando il rischio di 

mortalità di 30 volte rispetto alla popolazione pediatrica generale [1]. 

Allo stesso modo i dati dell’United States Renal Data System 

evidenziano come 1 paziente pediatrico su 65000 sani sviluppi ESRD. 

Attualmente il metodo elettivo per il trattamento dell’insufficienza 

renale terminale è il trapianto di rene da donatore cadavere e/o 

vivente. I dati di letteratura mostrano infatti come il trapianto renale 

permetta una maggior longevità e qualità di vita per i pazienti 

pediatrici affetti da malattia renale, rispetto agli stessi sottoposti a 

trattamento dialitico. Negli ultimi anni alcuni studi hanno messo in 

luce come il trapianto di rene preemptive, ossia trapianto di rene 

preventivo (senza un pregresso trattamento dialitico), riscontri 

risultati migliori sulla sopravvivenza sia del paziente che dell’organo 

trapiantato. Tra i vantaggi emersi dai dati su pazienti pediatrici 

trapiantati preemptive vanno considerati: la riduzione nel numero di 

trasfusioni pre trapianto, il miglioramento della “sopravvivenza” 

dell’organo a lungo termine, la riduzione dei casi di delayed graft 

function post operatori e una notevole riduzione di insorgenza di 

rigetti acuti [2, 3, 4]. Oltre a ciò va considerata la ridotta età media 

dei riceventi in ambito pediatrico, sottolineando come l’intervento 

preemptive venga di solito preferito per evitare le possibili 

complicanze dovute al trattamento dialitico. Il riconoscimento 

effettivo dei benefici apportati dal trapianto preemptive è dimostrato 

da un incremento generale nella sua pratica in ambito trapiantologico 

renale, mostrando tassi percentuali compresi tra il 9% e il 21% degli 

interventi sul totale di pazienti trapiantati di rene [5, 6].   
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Come specificato sopra quindi il trapianto renale risulta la migliore 

strategia terapeutica per contrastare l’insufficienza renale terminale. 

A partire dal primo trapianto di rene eseguito da Joseph Murray nel 

1954 sono stati compiuti molti progressi, soprattutto in ambito 

medico post trapiantologico, migliorando i target terapeutici 

immunosoppressivi. L’iniziale terapia post trapianto eseguita fino agli 

anni ’80 prevedeva la combinazione di glucocorticoidi ed azatioprina 

con una soppravvivenza media del ricevente del 50%. In seguito a 

partire dagli anni ’90 lo sviluppo farmacologico ha portato ad un 

aumento progressivo della sopravvivenza dei pazienti. Tra i farmaci 

che più hanno caratterizzato l’ambito trapiantologico renale e che 

ancora oggi sono essenziali nel trattamento post intervento vanno 

menzionati: il tacrolimus (TAC), il micofenolato mofetile, alcuni 

importanti agenti biologici anticorpali come le ATG, il basiliximab, 

l’everolimus, il sirolimus, il rituximab e l’eculizumab (diffusi a partire 

dagli anni 2000). L’impiego di questi farmaci ha minimizzato il rischio 

di rigetto acuto aumentando i tassi di sopravvivenza ad 1 anno, con 

percentuali superiori al 90%. Nonostante questi innumerevoli 

progressi la medicina ad oggi non ha chiarito ancora completamente 

tutte le cause che portano alla perdita dell’organo trapiantato, né 

attualmente è possibile preservare la “salute” del graft per tutta la 

vita nel ricevente. Queste considerazioni fanno riflettere e sono di 

particolare importanza in ambito pediatrico, considerando la vita 

media presunta dei pazienti. Attualmente i dati raccolti sulla 

popolazione pediatrica internazionale, sottoposta a trapianto di rene, 

mostrano tassi di sopravvivenza dell’organo del 85% a 10 anni post 

trapianto con una diminuzione progressiva fino al 65% a 20 anni post 

intervento [7].  

 

 



14 

 

3.2 Il Rigetto nel trapianto di rene 

La principale causa di perdita dell’organo trapiantato (circa nel 60% 

dei casi) è il rigetto, una risposta immunitaria esacerbata da parte del 

corpo del ricevente nei confronti dell’organo che viene riconosciuto 

come “non self” (elemento estraneo al corpo e quindi da eliminare) 

dall’organismo stesso. Il rigetto del rene trapiantato si manifesta 

clinicamente con aumento della creatinina sierica, azotemia e 

riduzione del filtrato glomerulare (e-GFR) associato a proteinuria e in 

alcuni casi ematuria.  Le manifestazioni cliniche però evidenziano già 

un rigetto in corso, con danno renale conclamato, quindi risulta 

necessario identificare precocemente la possibile insorgenza di danno 

renale da rigetto, per permettere il mantenimento del graft.  

3.2.1 Indici di funzionalità renale 

Storicamente, il primo marker adottato in ambito nefrologico per il 

monitoraggio della funzionalità renale è stato il dosaggio dell’urea. In 

particolare, risale al 1827 (Richard Bright) il primo studio di 

correlazione tra l’accumulo di urea ematica e la sua diminuzione nelle 

urine in individui con malattie renali [8]. Agli inizi del ‘900 la 

valutazione della funzionalità renale iniziò ad essere monitorata 

tramite il BUN test (Bload Urea Nitrogen test) il quale venne 

successivamente sostituito (a metà secolo) dal dosaggio della 

creatinina sierica. Quest’ultimo risulta il test più diffuso per la 

valutazione della velocità di filtrazione glomerulare stimata (e-GFR) 

[9, 10]. La stima dell’e-GFR è stata perfezionata negli anni attraverso 

lo sviluppo di formule di calcolo che valutino diverse variabili 

individuali come altezza, peso, età e sesso. Attualmente le principali 

formule di calcolo della e-GFR sono: la formula di Schwartz, la 

formula MDRD, la CKD-EPI e la formula di Cockcroft-gault. In ambito 

pediatrico la più diffusa è la formula di Schwartz (filtrazione 

glomerulare: e-GFR = [k * altezza] /Creatinina) la quale, oltre ad 
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altezza e creatinina, valuta tramite la costante k le variabili peso e 

sesso del paziente.  Le altre tre formule, la MDRD, la CKD-EPI la 

formula di Cockcroft-gault vengono usate principalmente per il calcolo 

della e-GFR nell’adulto a partire dalla fine della fase adolescenziale 

(circa 19 anni di età). Ad oggi il dosaggio della creatinina sierica unito 

alla valutazione della e-GFR, rappresentano il gold standard per la 

valutazione clinica della funzionalità renale. Tuttavia questi indici 

non risultano essere degli indicatori completi né totalmente perfetti di 

valutazione della “salute” renale a causa della loro notevole variabilità 

al variare di diversi fattori tra cui: la dieta del paziente, la sua massa 

muscolare e il metabolismo, il genere, i farmaci, lo stato di 

idratazione [11] e le possibili variabili fisiopatologiche connesse alla 

situazione clinica personale. Va inoltre aggiunto che questi indicatori 

non sono predittivi o prognostici di insorgenza di danno renale in 

quanto le loro alterazioni sono manifestazioni cliniche di un danno 

nefrologico già in atto.  

3.2.2 La biopsia renale 

La biopsia renale è la tecnica d’elezione per la diagnosi del rigetto e il 

trattamento delle nefropatie (principale causa di rigetto). Può essere 

effettuata in fase acuta come conferma istologica, o programmata 

(biopsia di protocollo) ai follow-up, per l’identificazione del rigetto 

subclinico. Questa pratica consiste nel prelievo di uno o più frustoli 

di tessuto renale tramite ago, sotto guida ecografica e in ambito 

pediatrico in sedazione profonda. 

L’indicazione all’esecuzione varia in base al centro medico, in 

presenza di un alterato quadro clinico (aumento dei livelli ematici di 

creatinina, urea e della e-GFR).  La diagnosi della biopsia renale viene 

eseguita basandosi sulle linee guida internazionali della 

classificazione di Banff. Questa classificazione, considera le diverse 

caratteristiche morfologiche, istologiche, citologiche e immunologiche 
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del tessuto renale del trapianto. Tali criteri di diagnosi vennero 

introdotti per la prima volta durante il meeting internazionale sulle 

patologie renali post trapianto, tenuto a Banff, in Canada, il 2-4 

agosto del 1991 [12]. Da allora la Banff classification viene 

periodicamente aggiornata per permettere una diagnosi il più 

possibile dettagliata ed efficace per migliorare i target terapeutici.  

Di seguito viene riportata la revisione della classificazione di Banff 

2015 (Tabella 1) [13].   
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Tabella 1: In tabella vengono riportate le categorie secondo la Classificazione Banff 

2015. Categoria 1) Non sono evidenti cambiamenti del tessuto renale, biopsia 

“normale” o Banff 1. Categoria 2) Sono evidenti cambiamenti del tessuto renale 

mediati da anticorpi: acute/active ABMR o rigetto anticorpo mediato acuto, chronic 

active ABMR o rigetto anticorpo mediato cronico, positività per c4d senza presenza 

di rigetto. Categoria 3) Le caratteristiche del campione sono borderline tra una 

condizione “normale” e patologica: sospetto di TCMR (T-Cell mediated rejection) 

rigetto mediato da cellule T. Categoria 4) TCMR (T-Cell mediated rejection) rigetto 

mediato da cellule T acuto o cronico. Categoria 5) IF-TA (Interstitial fibrosis and 

tubular atrophy) fibrosi interstiziale e atrofia tubulare. Categoria 6) Questa categoria 

riguarda tutti i cambiamenti rilevabili nel campione bioptico la cui causa non è 

riconducibile ad una delle categorie precedenti.  

Secondo le linee guida di Banff 2015 è dunque possibile identificare 

due principali categorie di rigetto: ABMR (Antiody mediated rejection) 

o rigetto anticorpo mediato e il TCMR (T-cell mediated rejection), 

entrambi di natura cronica o acuta, 

3.2.3 ABMR (Antibody mediated rejection) 

Il rigetto umorale o anticorpo mediato, è caratterizzato da danni a 

carico dell’endotelio vascolare e dalla presenza o meno a livello 

ematico di anticorpi donatore specifici (DSA) anti-HLA o non. Il 

quadro istologico che si presenta è diverso tra ABMR acuto o cronico. 

Nel primo caso si osservano note di capillarite peritubulare, 

glomerulite e positività per il marcatore C4d; nel secondo caso si 

osserva una progressiva transizione endoteliale con aumento della 
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produzione di collagene, conseguente deposito a livello interstiziale e 

alterazione della normale struttura parenchimale (Figura 1A).   

3.2.4 TCMR (T-cell mediated rejection) 

In questo tipo di rigetto si osserva un danno acuto o cronico a carico 

del tessuto renale dovuto all’azione dei linfociti T. In caso di rigetto 

acuto è possibile osservare infiammazione a livello dell’interstizio e 

tubulite di grado moderato o severo. In caso di rigetto cronico invece 

è possibile individuare manifestazioni di arteriopatia cronica con 

fibrosi dell’intima arteriolare e infiltrato infiammatorio mononucleare 

(Figura 1B).    

A queste due tipologie di rigetto si aggiunge l’IF/TA, fibrosi 

interstiziale associata a atrofia tubulare, molto diffusa nel post 

trapianto (Figura 1C). Tra le cause di danno renale con possibile 

rigetto del trapianto sono facilmente riscontrabili anche infezioni da 

BK virus ed Epstein-Barr virus, oltre a danni da inibitori della 

calcineurina (principali farmaci immunosoppressori, ma nefrotossici, 

utilizzati nella terapia post trapianto) (Figura 1D).  

 

Figura 1: A) ABMR: si osserva in particolare dilatazione peritubulare dei capillari 

associata a infiltrazione mononucleare diffusa. B) TCMR: è visibile l’infiltrato 
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cellulare mononucleare. C) IF/TA: visibile infiltrato di cellule mononucleate 

all’interno dei tubuli atrofici e fibrosi interstiziale [14]. D) Infezione da BK virus [15]  

3.3 Il rigetto subclinico 

Il termine rigetto subclinico venne coniato per la prima volta negli 

anni 90’ [16] sta ad indicare una condizione di danno del graft, 

verificabile tramite biopsia. È definito come la presenza di lesioni 

istologiche caratterizzate da fibrosi interstiziale e atrofia tubulare, in 

un organo funzionalmente stabile [17], ovvero in assenza di variazioni 

cliniche quali: pressione arteriosa, oliguria, creatinina sierica, velocità 

di filtrazione glomerulare, ematuria e proteinuria. Attualmente il 

rigetto subclinico si presenta con un tasso d’incidenza generale 

compreso tra il 15% e il 50% [18, 19] nei pazienti trapiantati, tuttavia 

l’associazione con comparsa di danno renale o disfunzione del rene 

trapiantato a lungo termine, ha richiesto un ulteriore decennio di 

indagini dalla sua scoperta. Inizialmente si riteneva che il rigetto 

subclinico fosse attribuibile unicamente al rigetto cellulo-mediato 

(TCMR), mentre recenti studi hanno messo in luce la possibile 

presenza anche di rigetto subclinico anticorpo mediato (ABMR) [20]. 

Alcuni studi hanno evidenziato come il rigetto subclinico e in 

particolare quello anticorpo mediato (ABMR) correlino con il declino 

della funzionalità del graft, favorendo inoltre, lo sviluppo di un danno 

cronico [20, 21, 22]. Risulta quindi essenziale identificare prima 

possibile l’insorgenza del rigetto subclinico, per poterlo trattare 

precocemente. Attualmente l’unico mezzo per poterlo identificare è la 

biopsia di protocollo.  

 3.4 La biopsia renale di protocollo 

Attualmente la tecnica capace di identificare il rigetto prima delle 

manifestazioni cliniche, è l’ago-biopsia renale di protocollo. Essa 

viene effettuata ai tempi precisi e prestabiliti dal follow-up, anche in 

condizioni cliniche stabili del paziente. Il centro di nefrologia 

pediatrica, dialisi e trapianto, di Padova ad oggi è uno dei 3 centri 
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Europei che promuovono l’utilizzo della biopsia protocollare nel post 

trapianto pediatrico. La sua applicazione infatti, ha mostrato negli 

anni un miglioramento nella tempestività di intervento terapeutico 

con un riscontro positivo nell’incremento di vitalità del graft e 

riduzione dell’insorgenza di rigetti subclinici. L’esperienza del centro 

di trapianto pediatrico di Padova ha dimostrato l’efficacia della 

biopsia renale di protocollo con un recupero completo delle lesioni 

istologiche identificate ad 1 anno di follow-up nel 67% dei casi [23].   

L’adozione della biopsia di protocollo post trapianto renale, è entrata 

negli ultimi anni in un acceso dibattito scientifico. Infatti, seppur 

estremamente utile in ambito trapiantologico, questa tecnica rimane 

comunque invasiva e come tale non esente da rischi quali: 

sanguinamento, danno tissutale e possibili infezioni delle vie urinarie. 

In nefrologia pediatrica, l'incidenza di gravi complicazioni a seguito di 

biopsia renale è stata progressivamente ridotta grazie all’adozione di 

dispositivi automatizzati e alla pratica ecografica [24]. Inoltre, non 

esistendo attualmente indici o biomarcatori efficaci e predittivi di 

danno renale, essa risulta ad oggi il gold standard per la diagnosi 

precoce di danno renale e il miglioramento del piano terapeutico 

personalizzato. Rimane quindi aperta la ricerca di nuove strategie per 

la prevenzione del rigetto renale e per l’aumento della sopravvivenza 

del graft.  

Recentemente, la valutazione dello stato di salute del rene trapiantato 

ha visto l’introduzione dei dosaggi immunologici, in particolare il 

dosaggio degli anticorpi anti-HLA (Human Leucoyite Antigen) che 

sembrano essere correlati all’insorgenza sia del rigetto umorale che di 

quello cellulo-mediato.  

3.5 Anticorpi anti-HLA DSA 

La patogenesi e l’insorgenza di rigetto del rene trapiantato, come 

anticipato precedentemente, sono soggetti a diverse possibili variabili 
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che ad oggi non sono ancora del tutto chiare. Nell’ultimo decennio 

sembra emergere tra le cause principali di rigetto, la risposta umorale 

compiuta ad opera degli anticorpi anti-HLA nei confronti dell’organo 

trapiantato [25]. In particolare si osserva un maggior rischio di 

perdita del rene trapiantato nei pazienti con valori sierici di anticorpi 

circolanti HLA donatore specifici (DSA_Donor specific antibody) [26]. 

Gli anticorpi anti HLA (Human Leucocyte Antigen_complesso maggiore 

di istocompatibilità) sono prodotti dal sistema immunitario e rivolti a 

colpire cellule presentanti sulla loro superfice epitopi antigenici HLA. 

La loro produzione è codificata da un gruppo di geni polimorfici 

rilevabili sul braccio corto del cromosoma 6 [27]. Questa regione 

cromosomica, conosciuta come major histocompatibility complex 

(MHC), in realtà contiene più di 200 geni, ma solo un gruppo ristretto 

di questi codifica per l’istocompatibilità della persona. Sono stati 

identificati 6 loci genici HLA codificati nell’area MHC (Figura 2). 

 

Figura 2: Schema semplificato del sistema maggiore di istocompatibilità umano 

(MHC)[28] 

Questi geni codificano per molecole omologhe e sono classificabili in 

due cluster, HLA di classe I e classe II, in base alla loro struttura, 

distribuzione tissutale, e fonte di peptidi antigenici cosi come in 

relazione alla loro capacità interattiva con i linfociti T [28]. Questi due 

gruppi di molecole sono disposti in modo diverso sulla superficie delle 

cellule. Le molecole di classe I, suddivise a loro volta in A, B e C, sono 

presenti sulla superficie di quasi tutte le cellule nucleate e svolgono il 

compito di presentare antigeni di tipo endogeno, direttamente alle 

cellule linfocitarie T CD8+ ad azione citolitica. Le molecole di classe II, 
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suddivise nelle categorie DR e DQ, sono presenti sulla superficie delle 

cellule APC (Antigen Presentig-cell). Queste cellule (macrofagi, linfociti 

B, cellule dendritiche) sono in grado di esporre sulla loro superficie 

proteine esogene ai linfociti T-helper CD4+ i quali a loro volta attivano 

i linfociti CD8 (citotossici) e i linfociti B stimolando la produzione di 

immunoglobuline. Caratterizzando le diverse sottocategorie di 

anticorpi HLA A, B, DR e DQ appartenenti alle due tipologie 

molecolari di MHC è possibile calcolare il rischio presunto di perdita 

del graft a breve o lungo termine per incompatibilità (mismatch). 

Risulta quindi essenziale selezionare candidati donatori per il 

trapianto che presentino minime differenze di molecole HLA tra 

ricevente e donatore.  

L’introduzione dei test per la verifica del “giusto appaiamento” HLA 

tra due individui diversi venne introdotto nel 1960 da Teraski et al., e 

da allora è ancora considerato il metodo di riferimento nella pratica 

clinica [29]. Questa prima tecnica, nota come CDCXM (Cytotoxicity 

Assay Cross-Match), che ha visto il suo affiancamento nel 1983 della 

FCXM (Flow Citometry Cross Match), risulta insufficiente per 

individuare l’insorgenza di un possibile danno del graft mediato da 

anticorpi HLA-DSA, soprattutto se a basso titolo. Di più recente 

introduzione sono le tecniche di rilevamento chiamate Solid Phase 

Assay, come ELISA e LUMINEX, adottate per affiancare il Cross-

Match classico e aiutare nella titolazione anticorpale. La tecnica 

LUMINEX (Figura 3), ultima arrivata, utilizza microsfere rivestite con 

diversi antigeni HLA (per effettuare uno screening) o uno solo (ricerca 

specifica). Ogni microsfera oltre agli epitopi HLA presenta anche un 

fluorocromo. Questa miscela di biglie coniugate con fluorocromo 

viene mescolata con il siero del ricevente. Quando anticorpi anti-HLA 

presenti nel siero si legano alle biglie e vengono rilevati da un 

anticorpo isotipo-specifico emettono una fluorescenza che può essere 

quantificata mediante citometria a flusso [30].  
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Figura 3: Principio di funzionamento del saggio LUMINEX per la rilevazione di 

anticorpi HLA [31].  

I dosaggi HLA-DSA pre-trapianto permettono di identificare quali 

specie e sottocategorie anticorpali donatore specifiche siano presenti 

nel paziente, per garantire il migliore mach con un possibile 

donatore. Dopo il trapianto invece, la titolazione dei DSA verrà 

eseguita periodicamente per verificare la possibile insorgenza di 

rigetto umorale.  

L’adozione di questi saggi specifici per la rilevazione anticorpale, ha 

aumentato la conoscenza sul ruolo degli anticorpi HLA come causa 

principale di insorgenza di danno tissutale e perdita dell’organo 

trapiantato [32-40]. Inoltre, alcune ricerche hanno confermato come 

la presenza di anticorpi HLA-DSA positivi presenti nel post-trapianto 

correli con una ridotta sopravvivenza dell’organo trapiantato [41, 42, 

43]. Sulla base di questi studi alcuni ricercatori, come Sawitzki, B. et 

al., hanno dimostrato che gli anticorpi HLA-DSA possono 

rappresentare dei possibili biomarcatori immunologici utili per la 

valutazione di danno renale nel post trapianto [37]. Tuttavia, sebbene 

questi test immunologici risultino ottimali nel completamento della 

diagnosi di danno istologico, soprattutto nel rigetto umorale, il 

dosaggio degli anticorpi HLA-DSA non sembra essere utile come 

indice prognostico o predittivo di danno renale. 

In conclusione i dati clinici e immunologici danno informazioni sullo 

stato della funzionalità dell’organo trapiantato, mentre la biopsia è in 



24 

 

grado di fornire informazioni sull’istologia, evidenziando anche forme 

di rigetto sub-clinico.  

Rappresentando il processo di rigetto dell’organo trapiantato come un 

“iceberg”, l’alterazione dei valori di creatininemia e proteinuria 

sarebbe solo la manifestazione finale (punta dell’iceberg) di un 

processo che attualmente si può esplorare a livello sub-clinico 

mediante la biopsia di protocollo. Sarebbe interessante ampliare le 

conoscenze sui meccanismi molecolari che sottendono ai processi 

fisiologici del danno da rigetto.  

La ricerca di nuovi biomarcatori predittivi di danno istologico, 

permetterebbe di monitorare più frequentemente lo stato dell’organo 

trapiantato e di intervenire ancora più precocemente (Figura 4). 

 

 

Figura 4: L’ iceberg rappresenta in modo ideale la problematica della diagnosi di 

rigetto di trapianto renale. I dati clinici (aumento e-GFR, proteinuria) e 

immunologici (aumento Ig anti DSA) rappresentano la punta, mentre la biopsia 

renale ne scalfisce la superficie, evidenziando il danno subclinico. Restano però da 

indagare i meccanismi molecolari alla base del processo di rigetto e la loro 

regolazione.  
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3.6 Biomarcatori di danno renale 

Negli ultimi decenni molte ricerche si sono concentrate 

sull’identificazione di marker biologici (biomarcatori) utili nella 

pratica clinica. Il biomarcatore ideale è una molecola stabile, 

rilevabile all’interno di una popolazione da testare e in modo sicuro, 

con test affidabili e poco costosi. Tale biomarcatore ad oggi non esiste 

ancora in ambito trapiantologico renale (pediatrico), anche se molto si 

sta facendo per individuare il miglior indice predittivo di rigetto da 

poter affiancare alla pratica clinica. Tra i possibili biomarker proposti, 

rilevabili in campioni ematici e urinari, vi sono diverse proteine, quali: 

le chemochine CXCL9, CXCL10, CCL2, NGAL, l’interleuchina 18 (IL-

18), la cistatina C, KIM1, TIM3 il granzima B, le perforine e FOXP3 

[44, 45] che tuttavia risultano non sufficientemente sensibili o 

specifici in paragone al dato istologico.  

Negli ultimi anni ha riscosso grande attenzione lo studio dei 

meccanismi regolatori che sottendo all’instaurarsi del rigetto. In 

particolare hanno attirato l’attenzione della comunità scientifica i 

micro RNA (miRNA); piccole sequenze di RNA coinvolte nei processi 

regolativi di diversi processi fisiologici.   

 

3.6.1 I microRNA  

I microRNA (miRNA) sono piccole molecole di RNA endogeno, non 

codificante, lunghe 20–23 nucleotidi, a singolo filamento, coinvolte in 

diversi processi di regolazione dell’espressione genica post 

trascrizionale [46]. Degli oltre 2000 miRNA identificati attualmente 

nel genoma umano [47], solo una piccola parte di essi è in grado di 

regolare fino al 90% dei geni codificanti. Queste corte sequenze 

nucleotidiche, evolutivamente ben conservate, sono coinvolte in 

diversi processi biologici come lo sviluppo [48], la differenziazione, 

proliferazione e apoptosi cellulare, il metabolismo degli acidi grassi e 
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l’onconeogenesi [49]. Inoltre è stato dimostrato il loro coinvolgimento 

nei processi che regolano lo sviluppo del sistema immunitario e la 

risposta adattativa o innata di quest’ultimo [50-53]. 

I miRNA svolgono la loro azione legando i loro targets nella regione 3’ 

UTR (Untranslated Region) degli mRNA silenziandoli o modificandone 

la traduzione (Figura 5).  

 

 

Figura 5: Meccanismo d’azione dei miRNA su mRNA bersaglio. In particolare 

vengono mostrate due modalità: A) Il miRNA è quasi perfettamente complementare 

con l mRNA bersaglio.  Si instaura un processo di deadenilazione e conseguente 

degradazione del mRNA (meccanismo principale d’azione dei miRNA); B) Il miRNA è 

solo parzialmente complementare al suo mRNA bersaglio, si innesca un 

meccanismo di inibizione [54]. 

 

La genesi di queste corte sequenze nucleotidiche inizia grazie alla 

trascrizione della RNA polimerasi II a pri-microRNA, lunghi fino a 

1000 nt, i quali vengono successivamente processati nel nucleo da un 

complesso enzimatico chiamato Drosha/DGCR8 a pre-microRNA. I 

pre-microRNA, sequenze di circa 70 nt con una forma stem-loop, 

vengono traslocati nel citosol e lì trasformati, mediante taglio 

enzimatico ad opera della RNAse di tipo III (Dicer), a miRNA maturi 

(Figura 6).  
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Figura 6: Processo di maturazione dei miRNA da pri-microRNA a micro RNA maturi 

[55] 

 

In ambito nefrologico lo studio dei microRNA (miRNA) è cresciuto 

progressivamente negli ultimi 15 anni; soprattutto nella ricerca di 

nuovi biomarcatori in diversi processi biologici come l’organogenesi e 

l’omeostasi del rene, in condizioni fisiologiche e in diverse patologie. Il 

loro studio è cresciuto notevolmente anche in ambito trapiantologico 

renale, in particolare nella ricerca della prevenzione del rigetto con lo 

scopo finale di migliorare progressivamente il monitoraggio post 

trapianto del rene e introdurre nuovi possibili target terapeutici e 

diagnostici. Studi di espressione dei miRNA in adulti riceventi di 

trapianto renale hanno evidenziato panel di microRNA, candidati 
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come biomarcatori sia renali (es: miR-215, miR-146a e miR-886) 

mentre altri, come miR-192, miR-194, miR-21, presenti anche in altri 

organi [56, 57]. In ambito prettamente nefrologico lo studio del 

“miRNA profiling” sembra essere un ottimo mezzo per il miglioramento 

del monitoraggio del graft che attualmente, malgrado l’adozione di 

terapie immunosopressive sempre più accurate, mostra ancora un 

rischio elevato di rigetto.  Per primi, due importanti studi dell’ultimo 

decennio hanno mostrato differenti livelli di miRNA a livello tissutale 

in pazienti con rigetto acuto. In particolare l’incremento d’espressione 

intra organo di miR-142-5p, miR-155 e miR-223 e la riduzione di altri 

(miR-10b, miR-30a-3p) in cellule renali sembra essere indicatore di 

funzionalità renale post trapianto [58, 59]. Più recentemente sono 

stati individuati anche alcuni microRNA differentemente espressi in 

campioni bioptici di pazienti adulti trapiantati e in campioni ematici 

di sangue periferico, mostrando un incremento di miR-142-3p e miR-

142-5p in pazienti trapiantati di rene con rigetto acuto rispetto a 

pazienti stabili trapiantati [60, 61]. Lo stesso è stato rilevato in 

campioni bioptici confrontati con prelevi urinari, rilevando miR-146a 

e miR-210 come possibili marker di danno renale in pazienti adulti 

trapiantati in fase di rigetto acuto [62, 63]. Queste premesse sono 

importanti e aprono nuove prospettive di ricerca di miRNA come 

biomarcatori di danno renale anche in ambito pediatrico post 

trapianto di rene.  Bisogna infatti considerare che molte sono le 

differenze fra un paziente adulto e uno pediatrico, come: il diverso 

sviluppo ormonale, la composizione e maturazione del sistema 

immunitario, la diversa influenza di infezioni pregresse sul trapianto, 

le diverse vie di somministrazione della terapia immunosoppressiva 

adottata nel post trapianto e altri fattori fisiologici correlati alla 

crescita che possono o meno indurre l’espressione di alcuni 

microRNA rispetto ad altri [64]. Risulta quindi interessante capire se 

esistano dei miRNA non solo diversamente espressi nell’infante o 

paziente pediatrico, ma anche se questi vengano prodotti 
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tempestivamente prima dell’insorgenza di danno renale e quindi 

siano utili nella prevenzione del rigetto permettendo di migliorare e 

prolungare la sopravvivenza del graft.  

 

Oltre ai miRNA, tra i più recenti biomarcatori, proposti per il 

monitoraggio funzionale del rene, vi sono le vescicole extracellulari. 

 

3.6.2 Le vescicole extracellulari  

L’ultimo decennio lo studio dei biomarcatori ha posto la sua 

attenzione anche sulle vescicole extracellulari e sulla loro possibile 

applicazione come tool di ricerca in ambito clinico-diagnostico. Le 

vescicole extracellulari (EVs) sono nanoparticelle sferiche rivestite da 

membrana fosfolipidica e rilasciate da diverse tipologie cellulari di un 

organismo. Queste piccole particelle vennero scoperte per la prima 

volta nel 1967 e descritte come “polvere piastrinica” [65]. Da questa 

prima apparizione lo studio e le conoscenze riguardanti le EVs sono 

aumentati notevolmente. In particolare la nascita di tre piattaforme 

online: Exocarta, Vesiclepedia e EVpedia [66-70] ha apportato un 

incremento notevole di informazioni riguardanti la loro 

caratterizzazione e ha aumentato la loro divulgazione scientifica. 

Questo gruppo eterogeneo di particelle viene attualmente definito in 

base a diversi fattori quali: dimensioni, densità, composizione e 

origine. Tali caratteristiche ci permettono di classificare le EVs in tre 

cluster principali, quali: gli esosomi, le microvescicole e i corpi 

apoptotici. Gli esosomi (EXs) rappresentano la categoria più piccola di 

EVs con dimensioni che raggiungono al massimo i 100 nm di 

diametro ed una densità compresa tra 1.13 e 1.19 g/ml [71]. Gli EXs 

maturano all’interno di corpi multivescicolari (MVB), nel citoplasma 

cellulare, i quali fondendosi con la membrana plasmatica li rilasciano 

all’esterno della cellula (Figura 7a). Le microvescicole sono particelle 

di dimensioni maggiori comprese fra 100 e 1000 nm di diametro e 

con densità compresa fra quella esosomiale e quella dei corpi 
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apoptotici. A differenza degli esosomi quest’ultime particelle 

maturano libere nel citoplasma cellulare e vengono rilasciate 

direttamente dalla cellula attraverso processi di esocitosi dalla 

membrana plasmatica (72_Figura 7b). Infine i corpi apoptotici 

rappresentano le particelle di dimensioni maggiori fra i tre gruppi 

mostrando un diametro compreso fra 800 e 5000 nm ed una densità 

di 1.16 – 1.28 g/ml. Queste particelle vengono rilasciate durante i 

processi di apoptosi cellulare e possono contenere anche organelli in 

fase di degradazione (Figura 7c).  

 

 

Figura 7: Meccanismo di formazione e rilascio delle vescicole extracellulari dalla 

cellula [73].  
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Queste diverse tipologie vescicolari vengono rilasciate nei fluidi 

corporei come: saliva, sangue, latte materno, urine, liquido seminale 

etc. [74, 75].  

Attualmente è risaputo che le EVs ricoprono un ruolo fondamentale 

nelle vie di segnalazione inter e intracellulare [76, 77]. Infatti esse 

riescono a interagire con le cellule bersaglio in diversi modi, inclusa 

la stimolazione cellulare e il trasferimento di proteine, lipidi e 

materiale genetico, RNA messaggeri e microRNA. Considerando che 

gli RNA e soprattutto i miRNA risultano essere molecole facilmente 

degradabili; pur essendo stati rinvenuti come liberi in fluidi biologici 

quale sangue o urine, ci si aspetterebbe che la loro concentrazione 

intra vescicolare sia maggiore rispetto a quella libera. Questo 

spiegherebbe un ulteriore funzionalità delle vescicole nel proteggere 

l’informazione veicolata alle cellule bersaglio. Le vescicole 

extracellulari vengono rilasciate attraverso la membrana plasmatica 

cellulare e per tal motivo presenteranno sulla loro superficie proteine 

tipiche delle cellule da cui vengono esocitate. Questa caratteristica 

risulta estremamente utile nell’ambito clinico-diagnostico in quanto 

permetterebbe, una volta ottimizzato, di capire non solo la tipologia di 

segnale che sottende ad alcune patologie, ma anche la diversa origine 

cellulare di una determinata malattia e come queste cellule 

interagiscono tra di loro. In ambito nefrologico in particolare, le 

vescicole extracellulari urinarie (uEVs) rappresentano un modello 

ottimale per lo studio di possibili anomalie renali e/o delle vie 

urinarie; essendo l’urina un prodotto diretto dell’apparato escretore. 

Negli ultimi anni alcune pubblicazioni hanno sottolineato come la 

caratterizzazione proteica membranosa delle UEVs potrebbe essere 

utile a identificare la loro origine nefrologica in alcune patologie renali 

(Figura 8_78, 79). Inoltre, per specificare quale via di segnalazione 

venga indotta dal loro rilascio, si può studiare e caratterizzarne il 

contenuto, in particolare di miRNA.  
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Figura 8: Illustrazione dell’origine di diverse UEVs in ambito nefrologico [78]. 

 

Attualmente, la caratterizzazione vescicolare sia di membrana che di 

contenuto mostra ancora molti lati oscuri e necessita perciò di 

maggiori ricerche, ma sicuramente rimane una delle nuove vie 

maggiormente sfruttabili nella ricerca di marker utili per la 

prevenzione di danno renale in diverse patologie nefrologiche e nel 

rigetto renale.  

Allo scopo di definire meglio la “condizione di salute” del rene 

trapiantato, sarebbe ottimale affiancare allo studio delle vescicole 

urinarie e del loro contenuto anche quello delle vescicole 

extracellulari ematiche/sieriche. Lo studio delle EVs sia a livello 

sistemico che urinario e del loro carico, potrebbe essere un indicatore 

predittivo ottimale di danno renale, utile per la produzione di un 

possibile test diagnostico da affiancare alla già consolidata pratica 

clinica nefrologica. Queste caratteristiche, unite alla praticità di 
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prelievo di campioni urinari ed ematici, rendono le vescicole 

extracellulari ottime candidate, ideali nella ricerca di nuovi 

biomarcatori predittivi di danno renale post trapianto. 
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4. SCOPO 
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Lo scopo dello studio è individuare nuovi possibili marker biologici 

predittivi di rigetto subclinico nel trapianto di rene pediatrico. In 

letteratura molti autori hanno affrontato la tematica tuttavia non si è 

ancora raggiunto un’unanimità dei risultati e la maggior parte della 

casistica oggetto di studio è relativa a pazienti adulti. Considerando le 

diverse caratteristiche fisiologiche e di sviluppo che si osservano tra 

pazienti adulti e pediatrici risulta chiara la necessità di approfondire 

tale ricerca anche in ambito pediatrico. La necessità di ottenere nuovi 

biomarcatori predittivi di danno è spinta dal miglioramento 

dell’outcome trapiantologico pediatrico. Il rilevamento di biomarcatori 

precoci in campioni bioptici ed ematici di bambini trapiantati di rene, 

permetterebbe non solo di intervenire tempestivamente sul paziente, 

migliorando la qualità della vita e riducendo l’ospedalizzazione e i 

trattamenti terapeutici, ma anche di ridurre il numero di secondi 

trapianti. I microRNA sono candidati ideali in quanto è già noto in 

letteratura che le loro variazioni in concentrazione sia nei fluidi 

corporei che in tessuti possa riflettere le condizioni fisiopatologiche 

del soggetto trapiantato. Inoltre, considerando la loro instabilità 

biologica si è optato per isolarli all’interno delle vescicole 

extracellulari che li veicolano nel circolo ematico.  

Lo studio è stato condotto su una popolazione iniziale di 20 pazienti 

pediatrici con funzione renale stabile ad 1 anno dal trapianto: 10 con 

istologia normale e 10 in fase di rigetto subclinico. In particolare sono 

stati valutati: 

1. I diversi livelli d’espressione di microRNA in biopsie di 

protocollo al follow-up di 1 anno 

2. I diversi livelli di espressione di microRNA in vescicole sieriche 

degli stessi pazienti al follow-up di 1 anno  

3. I confronti tra l’espressione di miRNA tissutali e sierici con i 

dati clinici e immunologici dei pazienti.  
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5. MATERIALI E METODI 
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5.1 Selezione e arruolamento pazienti 

Sono stati inclusi nello studio pazienti pediatrici, bambini e 

adolescenti, sottoposti a trapianto di rene presso l’U.O.S.D. di 

Nefrologia Pediatrica, Dialisi e Trapianto del Dipartimento di Salute 

della Donna e del Bambino dell’Università di Padova che avessero i 

seguenti criteri di inclusione:  

 un frammento di biopsia renale di controllo ad un anno dal 

trapianto conservato in RNAlater a -80°C, 

  un prelievo ematico sierato e conservato a -80°C prelevato in 

occasione del follow-up ad 1 anno dal trapianto 

 Consenso informato rilasciato dai genitori per la conservazione 

del materiale biologico e per il suo utilizzo a scopo di ricerca. 

A partire da 30 biopsie di pazienti reclutabili, dopo estrazione e 

valutazione dell’RNA, sono stati selezionati un totale di 20 pazienti 

idonei alla prosecuzione dello studio con sequenziamento di nuova 

generazione (NGS). In dettaglio sono stati selezionati 10 pazienti con 

biopsia indicativa di istologia normale classificabile come Banff 1 e 10 

pazienti con biopsia indicativa di rigetto acuto/cronico cellulare, 

umorale o misto con classificazione Banff 2, 3, 4.  La classificazione 

istologica è stata eseguita riferendosi alle linee guida di Banff 2015 

[13]. Tutti i pazienti arruolati in questo studio sono stati ben 

caratterizzati dal punto di vista anamnestico e clinico. 

 

5.2 Modalità di raccolta e conservazione dei campioni  

I pazienti trapiantati di rene presso l’U.O.S.D. di Nefrologia 

Pediatrica, Dialisi e Trapianto dell’Azienda Ospedaliera-Università di 

Padova sono sottoposti a controlli di follow-up a 6/12/24 mesi dal 

trapianto che prevedono oltre alle indagini ematochimiche, la 

valutazione istologica dell’organo trapiantato. L’ago-biopsia utilizzata 

per la diagnosi istologica viene prelevata con procedura eco-assistita 

in sedazione profonda. Durante tale procedura, da uno dei frustoli 
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renali prelevati e osservati al microscopio invertito, viene tagliato un 

piccolo frammento (circa 1 mm) e immerso in una soluzione 

contenente un enzima inibitore delle RNasi. Questa piccola porzione 

di tessuto corticale viene conservata in provette contenenti RNA-later; 

stabilizzante (soluzione concentrata di solfato d’ammonio), in grado di 

conservare e proteggere l’RNA cellulare dalla degradazione. Dopo un 

primo periodo di 24 ore a +4°C, la conservazione del campione 

continua a -80°C (stoccaggio in una banca del tessuto), presso il 

laboratorio di Immunopatologia e Biologia Molecolare del rene del 

Dipartimento di Salute della Donna e del Bambino dell’Università di 

Padova.  

Il campione di siero viene ottenuto da un prelievo ematico eseguito lo 

stesso giorno della biopsia. Una volta centrifugato a 3000 g per 10 

minuti il siero ottenuto viene aliquotato e conservato a -80°C nella 

banca sieri dei trapiantati sempre presso il laboratorio di 

Immunopatologia e Biologia Molecolare del rene del Dipartimento di 

Salute della Donna e del Bambino dell’Università di Padova. 

 

5.3 Disegno dello studio 

Lo studio retrospettivo svolto in questi tre anni di dottorato prevedeva 

(Figura 9): 

 La creazione e compilazione di un database in Access 

contenente i dati anamnestici e clinici dei pazienti pediatrici 

trapiantati presso la nefrologia pediatrica di Padova. 

 L’identificazione dei pattern d’espressione di microRNA in 

biopsie renali e vescicole sieriche, su campioni già raccolti e 

stoccati ad un anno dal trapianto. 

 La correlazione ei dati e l’analisi statistica. 
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Figura 9: Flow-chart dello studio 

È inoltre iniziata una fase prospettica (vedi appendice PROSPETTIVE 

FUTURE) che prevede l’isolamento e la valutazione delle vescicole 

extracellulari urinarie (uEVs), compreso il loro contenuto in miRNA. 

Di quest’ultima fase è stata programmata e iniziata la raccolta e lo 

stoccaggio di campioni di urine a tempi di follow-up prestabiliti e 

condotta la messa a punto del metodo di isolamento delle uEVs.  

   

5.4 STUDIO RETROSPETTIVO 

5.4.1 Creazione e compilazione database trapianti 

La creazione e compilazione di un database si è resa necessaria al 

fine di poter usufruire velocemente di dati clinici e anamnestici dei 

pazienti pediatrici trapiantati presso la Nefrologia Pediatrica di 

Padova. Il database è stato creato con programma Office Access® e 

contiene i dati anamnestici, la storia clinica, gli eventuali interventi o 
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visite pre trapianto, i dati relativi alla dialisi (se effettuata) e quelli 

riguardanti le sierologie (inclusi i dosaggi anticorpali HLA-DSA).  

Dalla schermata iniziale è possibile accedere a diverse pagine 

secondarie nelle quali sono raccolti i dati riguardanti: la terapia 

farmacologica pre e post trapianto, la donazione, le possibili visite 

specialistiche, l’immunosoppressione e i dati relativi alle viremie 

Sempre dalla stessa schermata è possibile collegarsi a diverse pagine 

di raccolta dati riferiti a 5 tempi di ricovero dei pazienti trapiantati 

secondo programma di follow-up (momento del trapianto (TO), 6 

mesi, 1 anno, 2 anni e a volte 5 anni). Infine è presente anche un 

ulteriore pagina aggiuntiva (ALTRI CONTROLLI) nella quale è 

possibile aggiungere ulteriori dati per ricoveri extra follow-up degli 

stessi pazienti (solitamente dovuti a complicanze del trapianto).  
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5.4.2 Schema riassuntivo degli esperimenti 

 

Figura 10: Schema riassuntivo degli esperimenti. A) Campionamento: raccolta 

tessuto bioptico e siero; B) isolamento EVs sieriche; C) estrazione miRNA da tessuto 

e da EVs sieriche; D) Valutazione qualitativa e quantitativa miRNA; E) screening dei 

miRNA tramite sequenziamento NGS e analisi bioinformatica. 
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5.4.3 Isolamento vescicole extracellulari sieriche 

I campioni sierici stoccati a -80°C sono stati processati per isolare le 

vescicole extracellulari sieriche adottando metodica di precipitazione 

volume-excluding polymers secondo kit ExoQuickTM (System 

Biosciences). Questo kit concentra le vescicole extracellulari 

facendole precipitare sul fondo della provetta, mentre trattiene in 

sospensione le altre particelle (trattenute mediante polimeri sintetici). 

Il campione sierico una volta scongelato viene centrifugato a bassa 

velocità (3000 x g per 15 min) per eliminare eventuali detriti cellulari 

che potrebbero inficiare l’esito dell’isolamento. Il surnatante 

collezionato in questa prima fase, viene addizionato con soluzione di 

precipitazione ExoQuickTM in rapporto 1:4 (1 volume di ExoQuick:4 

volumi di siero) e lasciato riposare a 4°C per 30 minuti (Figura 11A). 

per concentrare le vescicole sospese nel fluido biologico. Dopo questa 

fase il campione viene centrifugato a 1500 x g per 30 minuti e 

successivamente per ulteriori 5 minuti per far depositare le EVs che 

ancora sono in sospensione. Il pellet giallo pallido formatosi sul 

fondo, viene risospeso in 1/10 del volume iniziale del campione, 

usando acqua sterile o PBS (Figura 11B).  

 

 

Figura 11: Protocollo ExoQuickTM (SDB) 
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5.4.4 Estrazione RNA totale da tessuto bioptico e da EVs sieriche 

L’RNA totale, contenente la frazione di small 

RNA (inclusi i miRNA) è stato estratto dai 

campioni biologici a disposizione seguendo 

metodica QIAGEN miRNeasy Mini kit (Figura 

12). La procedura prevede una prima fase di 

lisi cellulare/membranosa grazie all’utilizzo di 

reagente QIAzol. Dopo aver omogeneizzato 

meccanicamente i campioni in 1 ml di 

reagente QIAzol, l’aggiunta di cloroformio 99% 

(200 µl), separa il composto estratto in tre 

fasi: la fase superiore contenente RNA, quella 

intermedia proteine denaturate e DNA e 

quella inferiore contenente QIAzol, proteine, 

lipidi e altri possibili detriti cellulari. La fase 

acquosa, contenente gli RNA, viene miscelata 

con etanolo assoluto, e caricata in una 

colonnina QIAGEN (in dotazione con il kit), 

quindi centrifugata. Il filtro trattiene l’RNA 

totale, inclusi gli small RNA e subisce una 

serie di lavaggi con diversi buffer (in dotazione 

con il kit) prima di venire eluito in buffer di 

eluizione (o in alternativa in acqua sterile 

RNAse-free).  

 

 

Figura 12: schema riassuntivo extrazione RNA con miRNeasy Mini Kit 
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Questo kit è stato scelto in quanto affianca la consolidata efficienza di 

estrazione del metodo classico fenolo/cloroformio ad una maggior 

qualità negli estratti di RNA ottenuti con metodica di estrazione su 

colonnina micro filtrante.   

5.4.5 Valutazione qualitativa e quantitativa dei miRNA estratti 

I campioni di miRNA ottenuti sono stati valutati quantitativamente e 

qualitativamente con due strumenti diversi: ThermoFisher Qubit e 

Agilent Bioanalyser 2100 (Figura 13).  

 

Figura 13: Valutazione qualitativa e quantitativa dei miRNA 

L’analisi con Qubit® ha permesso di stimare le concentrazioni dei 

campioni in ng/µl.  La quantificazione viene eseguita aggiungendo al 

campione un colorante selettivo per RNA, capace di minimizzare la 

lettura di elementi contaminanti il campione. Dato che in letteratura 

sono riportate concentrazioni di miRNA da EVs sieriche molto basse, 

si è deciso di adottare questa tecnologia capace quantificare anche 

campioni poco concentrati. La quantificazione con Qubit® infatti 

riesce a valutare concentrazioni a partire da un minimo di 1 μg di 

campione per raggiungere buoni livelli di accuratezza, anche con 

campioni molto diluiti.  

Oltre alla quantità, è stata valutata anche l’integrità del RNA estratto 

e identificata la frazione di miRNA a disposizione. L’analisi è stata 
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condotta con strumento Agilent Bioanalzer 2100 il quale definisce la 

qualità del RNA come RIN (RNA Integrity Number). Il RIN viene 

elaborato mediante un algoritmo matematico capace di definire 

l’integrità delle frazioni di RNA ribosomiale 28S e 18S.  Queste due 

specie di RNA ribosomiale sono presenti e ben conservate in tutte le 

cellule eucarioti e rappresentano quindi un controllo positivo ottimale 

per l’RNA analizzato. Per la valutazione di RNA e miRNA estratti da 

campioni di tessuto bioptico, sono stati utilizzati chip Pico e Small-

RNA (Agilent). Entrambi i chip presentano un sistema microcapillare 

nel quale viene inserito una gel-matrix pre filtrata e coniugata con 

uno specifico dye. La Gel-matrix viene inserita nel microsistema 

capillare del chip, mediante la sua specifica prime station (Figura 14).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14: Prime station Agilent. La siringa spinge la gel matrix coniugata con il dye 

all'interno del chip. 

Circa 1 µl di campione viene mescolato al Pico/Small green marker 

specifico per chip. Questo marker si coniuga a diverse specie di RNA 

e viene rilevato dal sistema del Bioanalyzer 2100. Il segnale viene 

rielaborato e mostra come output l’elettroferogramma di ogni 

campione analizzato. L’elettroferogramma rivelerà i picchi di 

riferimento alle diverse dimensioni dei costrutti nucleotidici rilevabili 

(per il ladder) e la frazione di RNA presente nei campioni, compresi i 
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picchi riferiti agli RNA ribosomiali 28S e 18S (questo solo per il chip 

Pico-RNA_Figura 15A). L’analisi effettuata con chip Small-RNA non 

mostra la presenza degli RNA ribosomiali, in quanto rileva solo RNA a 

corte catene nucleotidiche (small RNA species) di cui fanno parte 

anche i miRNA (Figura 15B).  

 

Figura 15: A) Elettroferogramma chip Pico RNA. In alto sono riportati i picchi 

corrispondenti alle frazioni nucleotidiche del ladder. In basso viene mostrato un 

campione di RNA in condizioni ottimali vista la conservazione delle frazioni di RNA 

ribosomiale 18S e 28S. B) Elettroferogramma chip Small RNA. In alto sono riportati 

i picchi corrispondenti alle frazioni nucleotidiche del ladder. In basso è riportata 

l’intera area di small RNA del campione e la piccola frazione di miRNA compresa tra 

i 10 e i 40 nucleotidi. 

Questo chip permette quindi di poter individuare se il materiale 

estratto contenga anche una frazione di miRNA. L’associazione tra 

l’analisi con chip Pico e Small RNA permette dunque di evincere la 

qualità del RNA totale (oltre alla concentrazione) e sottolineare la 

presenza o meno di miRNA. 
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5.4.6 NGS sequencing 

Dopo aver estratto l’RNA totale e valutata la qualità e concentrazione 

della frazione di miRNA, i campioni sono stati sottoposti a miRNA-seq 

mediante sequenziamento NGS (Next Generation Sequencing) tramite 

piattaforma illumina NextSeq 500 (Figura 16). Questa fase della 

sperimentazione ha permesso di evidenziare tutti i possibili miRNA 

espressi sia a livello tissutale renale che nelle EVs sieriche. 

 

Figura 16: Piattaforma illumina NextSeq 500 

 

Considerate le concentrazioni ridotte di miRNA estratti dai campioni 

si è deciso di usare il kit SMARTer® smRNA-Seq (Clontech) capace di 

generare librerie di sequenziamento per small-RNA su piattaforma 

Illumina, partendo da concentrazioni ridotte di RNA totale (1ng–2µg). 

Per la buona riuscita degli esperimenti è necessario che l’RNA usato 

presenti livelli adeguati di qualità e purezza (privo da contaminazioni) 

oltre ad essere stato ottenuto con metodiche che preservino la 

frazione di piccoli RNA (small RNA_smRNA). Tutti i kit adottati nelle 

fasi precedenti soddisfano questi requisiti. L’intero processo prevede 

l’uso di un controllo positivo, un microRNA noto: miR-163s. 
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5.4.6.1 Schema riassuntivo del sequenziamento NGS 

 

 

Figura 17: SMARTer smRNA-Seq Kit for Illumina. Il processo inizia con la 

poliadenilazione del RNA per facilitare l’innesco del primer oligo(dT) durante la 

sintesi di cDNA. In seguito l’enzima trascrittasi inversa (RT) aggiunge alla porzione 

5’ terminale nucleotidi coniugati con acidi nucleici “stabilizzati” (locked nucleic acid-

LNA), prodotti appositamente per aumentare la sensibilità della reazione. Durante 

la successiva fase di switch del filamento stampo un'altra sequenza adattatrice 

viene aggiunta alla porzione 3’ terminale di ogni molecola di cDNA a singolo 

filamento. Nella fase seguente di amplificazione (PCR) vengono aggiunti i restanti 

adattatori Illumina full lenght e i primer forward e reverse si legano rispettivamente 

alle sequenze congiunte alle terminazioni 3’ e 5’. L’intero processo porta alla 

creazione di librerie di molecole di cDNA che verranno sequenziate e allineate 

durante l’analisi bioinformatica.  

5.4.6.2 SMARTer smRNA-Seq: Poliadenilazione 

La procedura inizia con la poliadenilazione del campione (aggiunta di 

catena costituite da Adenine tramite enzima Poly-A polimerasi) per 
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facilitare l’innesco dei primer durante la sintesi del cDNA. Per ogni 

campione di RNA si usa un volume di reazione massimo di 7µl al 

quale viene aggiunta la mix di reazione (3µl) composta da: enzima 

Poly-A, RNAse Inhibitor (blocca l’azione delle RNAsi che potrebbero 

degradare il campione di RNA) e smRNA Mix1 (Figura 18). I campioni 

mescolati con la mix vengono incubati 5 min a 16°C.  

 

Figura 18: Poliadenilazione 

5.4.6.3 SMARTer smRNA-Seq: Sintesi del cDNA 

La fase di retrotrascrizione dell’RNA a cDNA procede con l’aggiunta ad 

ogni campione di 1µl di 3’ smRNAdT Primer (incubazione a 72°C per 3 

minuti) a cui segue l’aggiunta di 9µl di mix RT (smRNA Mix2, RNAse 

Inhibitor, PrimeScript RT). I campioni mescolati con la mix RT 

(volume finale = 20 µl) vengono processati in termociclatore secondo il 

seguente schema:  

Temperatura Tempo 

42°C 60 min 

70°C 10 min 

4°C    ∞ 

 

Questa fase si conclude con l’aggiunta degli adattatori alle 

terminazioni 3’ e 5’ del singolo filamento di cDNA (Figura 19).  
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Figura 19: Sintesi del cDNA 

 

5.4.6.4 SMARTer smRNA-Seq: PCR e Cleanup 

Il cDNA ottenuto dalla retrotrascrizione viene amplificato tramite 

PCR. Ad ogni campione di cDNA vengono aggiunti 76µl di mix di 

reazione per PCR (acqua nuclease-free, buffer SeqAmp PCR 2X, 

enzima DNA polimerasi SeqAmp) e 2µl di primer forward e reverse. I 

campioni mescolati con la mix vengono velocemente denaturati a 

98°C per 1 minuto prima di essere amplificati (Figura 20) secondo lo 

schema di PCR seguente: 

Step PCR Temperatura Tempo Cicli 

denaturazione 98°C 10 sec 17 

annealing 60°C 5 sec 

allungamento 68°C 10 sec 

mantenimento 4°C         ∞  

 
 

 

Figura 20: Amplificazione mediante PCR 
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I campioni amplificati vengono in seguito purificati con PCR Clean-Up 

kit ed eluiti in 30µl di NE buffer. Concluso il processo, le librerie di 

miRNA ottenute e purificate possono essere conservate a -20°C per 

lungo tempo.  

 

5.4.6.5 Validazione delle Librerie 

Per determinare se le librerie siano state prodotte correttamente e 

quindi siano sequenziabili, queste devono essere validate sia 

quantitativamente che qualitativamente. Nel primo caso le 

concentrazioni vengono rilevate mediante fluorometro Thermofisher 

Qubit con kit dsDNA HS Assay, mentre nel secondo caso, la qualità 

viene rilevata tramite analisi con strumento Agilent Bioanalyzer 2100 

utilizzando kit High Sensitivity DNA.  

 

Le concentrazioni delle librerie dovrebbero essere indicativamente ≥10 

ng/µl per i campioni di RNA, ≥14 ng/µl per il controllo positivo (miR-

163s) mentre è tollerata una concentrazione approssimativa di 1–2 

ng/µl per il controllo positivo (possibile dimerizzazione di adattatori).  

 

La qualità delle librerie prodotte, analizzata tramite Bioanalyzer, deve 

riportare per ogni elettroferogramma di sequenza un picco 

corrispondente a circa 175 bp (controllo positivo_miR-163s), e un 

picco pari a 147 bp (controllo negativo). Sono identificabili anche 

piccoli picchi compresi tra 140 e 153 bp corrispondenti a dimeri di 

sequenze adattatrici (Figura 21).  
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Figura 21: Esempio di elettroferogramma; librerie ottenute con smRNA-seq. A) Il 

picco a 175 bp corrisponde al controllo positivo (miR163s) mentre quello a 142 bp 

rappresenta dimeri di primer. B) Picco del controllo negativo. C)D) Profilo rilevabile 

da librerie ottenute con campioni di RNA di input pari a 1ng/50ng rispettivamente.  

Al fine di massimizzare la resa del sequenziamento, evitando di 

processare anche frazioni di RNA o dimeri di primer e/o adattatori, si 

procede all’arricchimento dei campioni mediante esclusione con biglie 

magnetiche (AMPure beads) del materiale di scarto (Figura 22). 

 

 

Figura 22: Esempio di elettroferogramma: I risultati delle librerie ottenute con 

smRNA-seq prima e dopo l'arricchimento tramite size-selection con biglie 

magnetiche. 
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5.4.6.6 Sequenziamento  

Le librerie di DNA precedentemente prodotte e purificate sono state 

sequenziate su piattaforma illumina NextSeq 500. Questo strumento 

adotta un sistema di sequenziamento noto come two-channel 

sequencing by synthesis (SBS) tecnology.  

Durante la produzione delle librerie vengono usate delle sequenze 

adattatrici che legandosi al DNA permettono l’aggancio dei primers 

specifici forward/reverse oltre a premettere la corretta adesione del 

DNA alla flow cell consentendo la corretta esecuzione della Bridge 

PCR. Questo sistema prevede l’aggiunta di nucleotidi coniugati con 

fluorocromi per sequenziare milioni di gruppi (cluster di DNA) 

amplificati in parallelo sulla superficie della flow cell (“piastra di 

caricamento”). Il processo può essere riassunto in due tappe 

principali:  

 il primo step della processazione prevede l’amplificazione in 

parallelo di segmenti di DNA legati alla superficie vitrea della 

flow cell (suddivisa a sua volta in diverse lanes) tramite 

sequenze adattatrici. (Figura 23). Queste sequenze vengono 

amplificate/clonate milioni di volte tramite più cicli di Bridge 

PCR (Figura 23A).  

 il secondo step che prevede l’incorporazione di nucleotidi 

marcati con fluorocromi (dNTPs). L’incorporazione dei dNTPs 

porta all’emissione di fluorescenza che viene percepita sul vetro 

della flow cell come un uno spot luminoso. L’insieme degli spot 

luminosi viene rilevato e rielaborato dal software dello 

strumento come una serie di stringhe di sequenze chiamate 

reads (Figura 23B).  

 

I milioni di reads ottenuti vengono successivamente analizzate 

tramite tools bioinformatici e statistici.  
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Figura 23: Schema sequenziamento con SBS Tecnology: A) amplificazione clonale 

delle librerie di DNA tramite Bridge PCR. B) produzione delle reads: i campioni 

caricati sulla flow cell vengono sequenziati. Gli spot luminosi rilasciati sul vetro 

della cella vengono rielaborati per la creazione di milioni di diverse reads. 
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5.5 Analisi bioinformatica e statistica dei dati 

 

5.5.1 Read trimming 

Prima di procedere all’allineamento delle sequenze su piattaforma on-

line miRBase, i dati relativi alle reads ottenute sono stati rielaborati. 

In particolare è stato effettuato il read trimming delle sequenze, ossia 

l’eliminazione delle sequenze adattatrici. Le sequenze degli adattatori 

potrebbero infatti portare ad errori di allineamento, incrementando il 

numero di reads non lette, essendo sequenze sintetiche non 

rintracciabili nel genoma.  

Considerando la taglia dei frammenti prodotti durante le 

processazioni per small RNA-seq, la probabilità di lettura errata di 

sequenze adattatrici è molto alta, di conseguenza l’utilizzo del read 

trimming è essenziale.  

 

5.5.2 miRBase  

miRBase (http://www.mirbase.org/) è un database utile alla 

consultazione delle informazioni relative ai miRNA. In particolare 

vengono riportate informazioni relative sia a porzioni di presunti 

trascritti di miRNA (chiamati mir), sia informazioni relative alle 

posizioni e alla sequenza dei miRNA maturi (chiamati miR) nonché le 

predizioni dei loro target putativi.  

 

Dall’allineamento delle reads ottenute tramite sequenziamento è stata 

individuata la lista miRNA espressi nei campioni analizzati.  

 

5.5.3 Analisi statistica 

È stata condotta un’analisi statistica al fine di individuare quali 

sequenze di miRNA fossero differenzialmente espresse nel tessuto e 

nelle EVs sieriche dei campioni dei pazienti arruolati. A tal fine è 

stato utilizzato il software statistico open source R, programma 

http://www.mirbase.org/
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realizzato a fine anni ’90 e ad oggi uno dei più diffusi e affidabili per 

analisi statistiche. Dato che la distribuzione di Poisson assume 

l'uguaglianza di media e varianza, e avendo un numero ridotto di 

campioni, è stato utilizzato un pacchetto specifico di R, più adatto 

alle nostre esigenze (edgeR). edgeR è usato per l’analisi differenziale 

d’espressione genica ed è molto diffuso per lo studio di dati ottenuti 

con RNA–seq. Questo pacchetto adotta metodi statistici basati sulla 

distribuzione binomiale negativa come possibile modello di 

valutazione della variabilità numerica, implementandoli con 

l’aggiunta di metodi empirici Bayesiani, il test t esatto e con modelli 

lineari generalizzati. 
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6. RISULTATI 
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6.1 Compilazione del database 

Nel periodo relativo al mio progetto di dottorato è stato creato e 

periodicamente aggiornato, un database in Access. Sono stati inseriti 

dati clinici e anamnestici dei pazienti trapiantati e seguiti negli ultimi 

7 anni presso la Nefrologia Pediatrica del Dipartimento Aziendale 

Integrato di Salute della Donna e Bambino di Padova. Tutti i dati 

relativi ai 30 pazienti valutati per lo studio sono stati estrapolati dal 

database.  

Di seguito vengono riportate le caratteristiche della popolazione 

oggetto di studio, divisa nei due gruppi (Tabella 2): pazienti con 

rigetto subclinico (SCR) e controlli non rigettati (CONT).  

 

Diagnosi istologica Numero pazienti 

Banff 1 (Istologia normale) 10 

Banff 2 (rigetto anticorpo mediato) 3 (di cui un Banff 2a) 

Banff 3 (Borderline_rigetto cellulare) 4 

Banff 4 (rigetto cellulare) 3 (di cui 1 Banff 4 1a e 1 Banff 4 1b) 

Tabella 2: Caratterizzazione istologica dei pazienti secondo la classificazione di 

Banff 

I dati sono stati analizzati con statistica multivariata eseguendo test 

per dati non parametrici (Test U di Mann-Whitney per dati 

indipendenti) e categorici (test Chi-quadrato di Pearson con 

correzione secondo test esatto di Fisher). L’ipotesi nulla di una 

distribuzione omogenea dei valori osservati tra i due gruppi è stata 

sempre accettata (tutte le p>0,05) (Tabella 3).  

 

Caratteristiche osservate SCR CONT p-value 

Sesso   p > 0,05 

          Maschi 4 9  

          Femmine 6 1  

Età 11 ± 4,7 10 ± 5,1 p > 0,05 

Altezza 127 ± 25 133 ± 27 p > 0,05 

Peso 37,5 ± 14,9  40 ± 17,1 p > 0,05 
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Terapia   p > 0,05 

             CsA 3 3  

             FK506 7 7  

             CellCept 6 6  

             Myfortic 4 4  

             PDN 9 10  

             MPDN 1 0  

Creatinina sierica (µmol/l) 67 ± 27,5 70,5 ± 25,6 p > 0,05 

Proteinuria (g/l) 0,135 ± 0,3 0,05 ± 0,06 p > 0,05 

Proteinuria (g/24h) 0,195 ± 0,5 0,13 ± 0,08 p > 0,05 

e-GFR (ml/min/1.73m2) 82,3 ± 23,4 96,9 ± 19,2 p > 0,05 

HLA-DSA positivi 1/10 4/10 p > 0,05 

Tabella 3: Caratteristiche clinico anamnestiche della popolazione (vengono riportate 

le mediane e le deviazioni standard). I pazienti don dosaggi anticorpali HLA-DSA 

positivi presentavano anticorpi HLA di classe II (DQ2, DQ5, DQ9) con MFI (Mean 

Fluorescence intensity) comprese tra 2000 e 12000. Abbreviazioni: CsA = 

ciclosporina; FK506 = Tacrolimus; PDN = Prednisone; MPDN = Metilprednisolone; 

e-GFR = velocità di filtrazione glomerulare, HLA-DSA = human leucocite antigen-

donor specific antibody).  

 

I campioni bioptici e sierici dei 20 pazienti idonei erano conservati 

adeguatamente presso il laboratorio di Immunopatologia e Biologia 

Molecolare del Rene, del Dipartimento di Salute Donna e Bambino di 

Padova.  

6.2 Qualità e concentrazione dei miRNA  

La valutazione del RNA totale dei campioni bioptici ha evidenziato 

quantità modeste di miRNA ricavabili dalla matrice renale. Le 

concentrazioni di miRNA rilevate dall’analisi quali/quantitativa erano 

comprese tra 0,7 e 7 ng/ul con un RIN adeguato in un range tra 7 – 

8.5 (Figura 24 A). La stessa valutazione è stata eseguita su campioni 

vescicolari sierici. In questo caso le concentrazioni dei miRNA sono 

risultate esigue, con range compreso tra 0.06 e 0.52 ng/µl. Per 

quanto riguarda le vescicole sieriche, non è stato possibile ricavare 

un RIN in quanto tale tipologia di campioni non presenta le frazioni 

ribosomiali 18S e 28S, necessarie alla valutazione della qualità del 

RNA totale (Figura 24 B).  
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Figura 24: Chip Pico RNA. Si osserva la differente concentrazione di RNA totale 

ricavabile da le due tipologie di campione: A) Campione bioptico: sono visibili la 

frazione di miRNA (25 – 200 nt) e i picchi di RNA ribosomiale 18S e 28S. B) 

Campione di EVs sieriche. È visibile la frazione di miRNA (25 – 200 nt). Non sono 

visibili i picchi di RNA ribosomiale.  

6.3 miRNA identificati nei tessuti 

Lo screening dei miRNA è stato inizialmente eseguito su campioni 

bioptici. La normalizzazione delle conte del numero di reads prodotte 

tramite sequenziamento dei miRNA ha evidenziato una distribuzione 

omogenea dei campioni all’interno dei due gruppi SCR/CONT. 

L’analisi ha evidenziato l’espressione di 1095 miRNA diversi nelle 

biopsie di pazienti CONT e SCR. Di questo pool di microRNA una 

piccola frazione è risultata differentemente espressa nei due 

sottogruppi analizzati.  
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L’analisi statistica ha infatti dimostrato una sovraespressione di 5 

miRNA in biopsie di pazienti SCR rispetto a quelle di pazienti con 

quadro istologico di Banff 1 (p-value < 0.05%_Tabella 4).  

 

miRNA p-value 

hsa-miR-101-3p 0.0429 

hsa-miR-185-5p 0.0428 

hsa-miR-106b-3p 0.0315 

hsa-miR-142-3p 0.0125 

hsa-miR-142-5p 0.0059 

 

Tabella 4: Sono indicati i valori di p-value in corrispondenza del miRNA di 

riferimento.  

 

In figura 25 viene riportata la HeatMap dei miRNA differenzialmente 

espressi. In particolare si osserva che i dati clusterizzano in due 

macro gruppi, parzialmente sovrapponibili con la suddivisione dello 

studio (SCR/CONT). 

 

 

Figura 25: La HeatMap permette la visualizzazione dei dati d’espressione in 

riferimento al risultato statistico ottenuto. Sono colorati in rosso i miRNA in 

sovraespressione, in verde quelli sotto espressi, nero quelli che non sono 
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differentemente espressi nelle 20 biopsie renali. Si può osservare una 

clusterizzazione della sovraespressione dei 5 miRNA (rosso) in 5 campioni di 

pazienti in fase di rigetto ad un anno dal trapianto (CGK, CGL, CGN, CGP, CGM). 

È stata condotta l’analisi di sensibilità per verificare quanto i miRNA 

sovraespressi siano in grado di identificare i pazienti SCR rispetto ai 

CONT. I dati sono stati stratificati mediante curva di ROC (Receiver 

Operating Caractheristic). Tutti i miRNA mostrano un’elevata 

sensibilità e specificità nel distinguere i pazienti in fase di rigetto. In 

particolare sembra che miR-106b-3p e miR-185-5p i migliori 

discriminanti (AUC area under curve = 0.900 e 0.810 

rispettivamente_Figura 26).  

 

Figura 26: analisi di sensitività dei miRNA sovraespressi: A) Grafico della curva di 

ROC. B) analisi della curva di ROC.  
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6.4 miRNA identificati nel siero 

I campioni di miRNA ottenuti dalle EVs sieriche hanno evidenziato 

una distribuzione omogenea tra i due gruppi SCR/CONT nel numero 

di conte delle reads prodotte dal sequenziamento. Sono stati ottenuti 

circa 100 differenti miRNA, sovra o sotto espressi ma, non in modo 

statisticamente significativo (p-value > 0.05). In particolare sono stati 

individuati anche 4 dei 5 miRNA che risultavano sovraespressi nelle 

biopsie dei pazienti trapiantati con diagnosi istologica di rigetto: miR-

142-3p, miR-142-5p, miR-101-3p e miR-185-5p.  
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7. DISCUSSIONE e CONCLUSIONI 
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Il trapianto di rene ad oggi è il trattamento elettivo per quanto 

riguarda la cura di pazienti in insufficienza renale in fase terminale. 

Sebbene le terapie immunosoppressive abbiano migliorato la durata 

media dei trapianti di rene in età pediatrica, la percentuale di 

sopravvivenza del graft a cinque anni dal trapianto è tuttavia del 

83%, nel caso di donatore vivente, e del 70%, nel caso di donatore 

cadavere [80].  Considerando le aspettative di vita di un bambino, 

questo risultato è inaccettabile. Attualmente il mezzo d’elezione per 

valutare l’andamento del rene trapiantato è l’ago-biopsia renale. In 

particolare, la biopsia di protocollo è l’unica procedura in grado di 

evidenziare il rigetto subclinico, che rimane tuttavia, una pratica 

invasiva e non predittiva di danno renale. Negli ultimi anni molti 

studi si sono focalizzati sull’individuazione di nuovi possibili 

strumenti prognostici, ovvero in grado di prevenire l’insorgenza del 

rigetto, prima della comparsa del danno istologico. Ciò nonostante, 

non si è ancora giunti alla definizione di un pannello di biomarcatori 

utili e applicabili in ambito pediatrico.  

Questo è il primo studio ad oggi che si è prefissato di identificare un 

profilo di miRNA utile per la predizione del rigetto renale subclinico in 

biopsie di protocollo e in campioni vescicolari sierici, di bambini 

trapiantati di rene.  

È stato condotto uno screening della frazione di miRNA espressa in 

campioni bioptici di 20 pazienti selezionati da un pool di 30 bambini 

trapiantati di rene. La scelta dei campioni si è basata sulle loro 

condizioni cliniche, sul referto istologico ad un anno dal trapianto 

suddividendo pazienti in rigetto subclinico (SCR: biopsia con diagnosi 

Banff 2, 3 e 4) e in pazienti di controllo non rigettati (CONT: Banff 1). 

Inoltre si sono considerate le concentrazioni di miRNA ottenute dal 

frammento bioptico stoccato e processato.  

I pazienti arruolati e suddivisi nei due gruppi (SCR/CONT) 

mostravano caratteristiche simili e funzionalità renale stabile. Come 
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riportato nella sezione risultati (tabella 2), l’analisi statistica 

multivariata dei dati clinico anamnestici non ha riportato differenze 

statisticamente significative tra i due gruppi. La scelta di rendere 

omogenee le due popolazioni ha permesso di azzerare eventuali 

variazioni presenti nei due sottogruppi al fine di individuare i miRNA 

più significativamente associati al danno renale nel rigetto subclinico. 

I campioni bioptici e sierici analizzati fanno riferimento al periodo di 

ricovero per follow-up ad un anno post trapianto.   

Le concentrazioni e l’integrità dei miRNA estratti da tessuto renale 

sono risultate sufficienti per il loro sequenziamento NGS.  I campioni 

vescicolari sierici non presentavano un indice di qualità del RNA (RIN) 

in quanto, come noto in letteratura, all’interno di campioni plasmatici 

e sierici non è possibile rintracciare le frazioni ribosomiali 18S e 28S 

[81] essendo questi campioni privi della componente cellulare.  

Il sequenziamento dei micro-RNA tissutali ha evidenziato la presenza 

di 1095 miRNA diversi. L’analisi statistica ha portato 

all’identificazione di 5 miRNA sovraespressi nel cluster dei pazienti 

SCR, rispetto ai CONT (p-value da 0,04 a 0,005). Le analisi effettuate 

sui campioni di vescicole extracellulari sieriche, degli stessi pazienti, 

hanno evidenziato la presenza di soli 100 diversi miRNA, senza però 

identificare differenze statisticamente apprezzabili tra i 2 gruppi. Ad 

ogni modo 4 dei 5 miRNA associati al rigetto a livello tissutale, 

risultano espressi anche nel pool di miRNA identificati nelle vescicole 

sieriche.  

Tra i miRNA differenzialmente espressi nelle biopsie ritroviamo miR-

142-3p e 5p, due miRNA derivanti da diverse maturazioni dello stesso 

pre-micro-RNA, noti in letteratura anche in ambito di trapianto 

renale come possibili marker di danno istologico.  Soltaninejad E. et al 

nel 2015 hanno pubblicato i risultati di una ricerca fatta su 35 

pazienti adulti trapiantati di rene e a loro volta suddivisi in due 

gruppi: pazienti con rigetto acuto cellulare e pazienti senza lesioni 

istologiche.  
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Dal confronto dei due gruppi è emerso come miR-142-3p e 5p 

risultino sovraespressi in campioni bioptici mentre miR-142-3p 

anche in campioni di linfomonociti da sangue perifierico [61]. Un 

altro studio ha sottolineato l’associazione positiva tra la 

sovraespressione di miR-142-3p in campioni leucociari e urinari, la 

condizione istologica di rigetto acuto e la presenza di necrosi tubulare 

del rene trapiantato in soggetti adulti [82]. In entrambe queste 

pubblicazioni vi è correlazione nella sovraespressione di questi 

miRNA a livello tissutale, in campioni leucocitari e in sedimenti 

urinari. Differentemente da quanto riportato in questi studi, nel 

nostro caso non è stata riscontrata una correlazione tra i miRNA 

tissutali e quelli circolanti. È ipotizzabile che questo sia dovuto al tipo 

di campione di partenza (EVs da siero vs leucociti da sangue 

periferico) dal quale abbiamo ottenuto minori concentrazioni di 

miRNA. Inoltre va sottilineato che gli studi riportati si basano su 

l’identificazione di miRNA presenti in biopsie eseguite su indicazione 

clinica di rigetto, che potrebbe rappresentare uno stadio più avanzato 

del rigetto subclinico valutato nel nostro studio.  

Nell’adulto, sembra che miRNA-142-3p sia direttamente coinvolto 

nella differenziazione dei linfociti Treg, che sia specifico per le linee 

cellulari nel rigetto d’organo trapiantato e necrosi [82] e che una sua 

sovraespressione possa regolare i processi infiammatori [83]. 

Quest’ultima ipotesi è avvalorata anche dalla coespressione a livello 

urinario sia di miR-142-3p, sia di CXCL10 (chemochina 10), nota 

molecola pro infiammatoria [84].  

La sovraespressione di miR-142-3p nei tessuti di pazienti in fase di 

rigetto subclinico sembra trovare supporto anche in considerazione 

dei target genici di questo miRNA. Esso infatti regola, ad esempio 

l’espressione di WASL, gene codificante per la proteina Wiskott-

Aldrich sindrome like form, coinvolto nei processi tumorogenetici ed 

espresso anche nel rene. La sovraespressione di miR-142-3p 

sembrerebbe inibire WASL il quale è essenziale nei processi di 
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infiltrazione/invasività da parte dei macrofagi [85]. Inoltre 

recentemente è stato osservato in un cluster di 1066 geni associati a 

rigetto acuto [86]. Il miR-142-3p sovraespresso in pazienti con rigetto 

renale, potrebbe agire su WASL riducendo quindi le capacità 

infiltranti delle cellule macrofaghe nel tessuto. 

Anche miR-142-5p si associa positivamente all’insorgenza di rigetto 

renale. In particolare, è stato individuato in campioni di sangue 

periferico di pazienti adulti trapiantati di rene e con quadro clinico di 

rigetto cronico anticorpo mediato [60].   

All’analisi bioinformatica, risulta anche per miR-142-5p una 

predizione di target genici coinvolti a livello renale; in particolare il 

gene AHR, codificante per la proteina aryl hydrocarbon receptor 

espressa anche nel rene. Studi su modelli murini hanno dimostrato 

che la stimolazione del recettore proteico AHR ha un ruolo attivo nel 

meccanismo di protezione del rene mediante il reclutamento di cellule 

Treg e cellule staminali nell’area danneggiata del rene [87].   

Nella lista dei miRNA differentemente espressi è stato individuato 

anche miR-101-3p. Tale miRNA sembra essere associato, insieme ad 

altri 10 possibili miRNA sierici, con il danno da insufficienza renale 

acuta (AKI). In questo caso i pazienti, non trapiantati di rene, ed in 

particolare la popolazione di studio, erano ricoverati in terapia 

intensiva e presentavano un quadro clinico di insufficienza 

multiorgano [88].  

miR-101-3p è stato anche associato con miR-142-3p in pazienti 

trapiantati di cuore, in fase di rigetto acuto [89]. Apparentemente 

quindi questo microRNA, legandosi ad una condizione di danno 

renale non correlato al trapianto, potrebbe non essere uno specifico 

marker di rigetto. 

La ricerca su database miRbase per miR-101-3p mette in luce una 

possibile regolazione del gene STC1. Questo gene codifica per 

l’omonima proteina, Staniocalcina-1, una glicoproteina espressa 

anche nel rene, la cui produzione è collegata all’inibizione di specie 
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reattive dell’ossigeno. È noto che tra i fattori non immunologici del 

rigetto, sia l’ipertensione, che le dislipidemie, e l’iperomocisteinemia 

contribuiscano all’aumento di stress ossidativo nel rene trapiantato, 

ed è noto che meccanismi di regolazione genica possano contribuire a 

proteggere il rene riducendo le specie libere dell’ossigeno [90]. 

In particolare è dimostrato, sia in vitro sia in modelli animali, che 

STC1 agisca inibendo l’azione dell’anione superossido (O2
-), riducendo 

i danni da ischemia/riperfusione [91]. STC1 svolgerebbe azione anti 

infiammatoria proteggendo il graft da possibili danni [92], che si 

potrebbero instaurare anche durante l’attivazione dei neutrofili nei 

processi di infiltrazione renale in fase di rigetto. La sovraespressione 

di miR-101-3p bloccherebbe l’azione anti infiammatoria di STC1, 

diminuendo l’effetto protettivo della proteina sul rene.   

Un altro miRNA risultato sovraespresso nei campioni tissutali dei 

CONT è miR-185-5p. Questo miRNA sembra implicato nella 

regolazione di diversi geni target tra cui SIX2 (SIX homeobox 2) e 

WNT1 (WNT family member 1). SIX 2 (associato alla regolazione della 

nefrogenesi) sembra essere essenziale nel rinnovo della matrice 

cellulare durante i processi di organogenesi del rene [93], quindi 

potrebbe avere un ruolo essenziale anche nella riparazione tissutale 

post danno renale da rigetto. WNT1, gene coinvolto nei processi di 

sviluppo renale, è strettamente correlato all’attivazione di TGFβ 

(transforming growth factor beta 1). In una recente pubblicazione è 

dimostrato che l’inibizione di WNT1 previene l’attivazione di 

miofibroblasti ad opera del TGFβ (esperimenti in vitro) [94]. La sovra 

stimolazione dei miofibroblasti porterebbe a deposizione di matrice e 

comparsa di fibrosi. L’azione di “sequestro” ad opera di miR-185-5p 

su WNT1, risulterebbe quindi utile nei processi di blocco della fibrosi 

renale, sia nel rigetto cellulare che nel rigetto umorale renale.  

L’ultimo dei 5 miRNA identificati nel presente studio è miR-106b-3p.  

Il database miRbase riporta che tale miRNA appartiene alla famiglia 

dei miR-17, noti per essere sovraespressi durante la fase di “recovery” 
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dopo danno da I/R in modelli murini [95].  Nell’uomo invece, miR-

106b è stato associato a pazienti con una miglior prognosi post-

nefrectomia per carcinoma renale. Gli autori ipotizzano che questo sia 

dovuto al coinvolgimento della famiglia miR-106b nella via di 

“signaling” del TGFβ [96]. Più recentemente Q. Tang et al, in uno 

studio in vitro su cellule HEK, dimostrano un suo incremento 

correlato all’inibizione del TGFβ durante la transizione mesenchimo 

epiteliale (EMT) [97]. Considerando TGFβ un importante fattore di 

crescita, coinvolto nei processi pro-fibrotici, è possibile ipotizzare che 

un aumento di miR-106b-3p possa down-regolare la sua attività nei 

processi di fibrosi e EMT nel rigetto di trapianto renale.  

Per quanto riguarda l’analisi di screening di miRNA nei sieri, 

contrariamente a quanto osservato nei tessuti, non sono state 

evidenziate differenze statisticamente significative di espressione, 

sebbene 4 dei 5 miRNA fossero comunque espressi nelle vescicole 

sieriche. Va considerato che nel nostro studio, il fenomeno di rigetto 

che si vuole evidenziare è molto precoce rispetto a quello considerato 

negli altri studi. Infatti i dati di letteratura riportati, si riferiscono a 

rigetti d’organo con manifestazioni cliniche/funzionali già in atto, 

mentre nel nostro caso, grazie alle biopsie di protocollo, si vogliono 

valutare fenomeni di rigetto subclinico presenti in organi con 

funzionalità normale.  

I dati ottenuti suggeriscono che il rigetto subclinico possa essere un 

fenomeno locale e per questo i miRNA trovati sovraespressi nel 

tessuto non siano ancora rilevabili in circolo.  

 

Come già argomentato, la scelta di valutare i miRNA nelle vescicole 

extracellulari sieriche anziché nelle cellule leucocitarie periferiche, ha 

influenzato notevolmente le quantità di miRNA ottenute. Essendo lo 

studio retrospettivo, tale scelta è stata dettata dalla possibilità di 

analizzare solo campioni sierici stoccati per un precedente studio sui 

metaboliti, nei pazienti trapiantati. Prima di iniziare sono state 
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confrontate le concentrazioni di miRNA ottenibili dalle vescicole 

sieriche o da siero in-toto (compresi eventuali miRNA circolanti). Non 

risultando differenze nelle concentrazioni, è stato deciso di proseguire 

con il protocollo per i miRNA vescicolari, in previsione di continuare 

lo studio anche nell’ambito delle vescicole extracellulari urinarie 

(uEVs). La ricerca andrà infatti a completarsi, con la caratterizzazione 

delle uEVs e valutazione del loro contenuto in miRNA sulle urine dei 

pazienti trapiantati, permettendo di scoprire dei biomarcatori più 

accessibili e strettamente correlati ai meccanismi di patogenesi del 

rigetto renale. Oltre all’identificazione dei miRNA vescicolari, le uEVs 

stesse potrebbero essere dei possibili biomarcatori. Infatti, essendo 

esse prodotte dalle cellule nei processi di comunicazione inter 

cellulare, ci si aspetta che vengano rilasciate in quantità diverse dalle 

diverse aree del nefrone, in relazione alla condizione fisiopatologica 

del rene. Questa loro classificazione, potrebbe essere aiutata grazie 

all’identificazione delle loro dimensioni e delle proteine di membrana 

che le caratterizzano. Tale argomento è approfondito nell’appendice 

PROSPETTIVE FUTURE.  

 

In conclusione lo screening dei miRNA su campioni tissutali e 

vescicolari sierici ha portato all’identificazione di 5 possibili candidati 

sovraespressi nel tessuto, 4 dei quali rintracciabili anche nei 

campioni vescicolari sierici. Come riportato in letteratura, alcuni 

risultano sovraespressi in pazienti adulti nel rigetto, mentre una 

parte di questi sembra essere regolatore di geni target coinvolti in 

processi nefrogenetici e/o nella patologia renale.  

Il valore aggiunto di questo studio è la conferma del coinvolgimento di 

questi miRNA anche in ambito pediatrico, ma soprattutto nel rigetto 

subclinico. Inoltre la loro presenza nelle vescicole sieriche, malgrado 

le difficoltà riscontrate nell’isolamento, conferma la loro possibile 

validità come vettori nella comunicazione cellulare nei processi 

fisiologici che sottendono al rigetto renale.  
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Si prevede di continuare il presente studio su una popolazione più 

ampia di bambini trapiantati di rene confermando la presenza dei 

miRNA selezionati mediante Digital-PCR sulle biopsie di protocollo, 

isolando e caratterizzando vescicole extracellulari dalle urine.  



73 

 

8. PROSPETTIVE FUTURE 

 

I risultati ottenuti finora hanno incoraggiato la prosecuzione di 

questo studio valutando le potenzialità delle vescicole extracellulari 

come biomarcatori e fonte di informazioni delle cellule da cui sono 

prodotte. È stata avviata una fase prospettica, attraverso la messa a 

punto dei sistemi di isolamento e caratterizzazione delle vescicole 

extracellulari urinarie (uEVs). Quest’ultime risulterebbero infatti, una 

fonte diretta d’informazioni dello stato di salute del nefrone e quindi 

ottime candidate nella ricerca di nuovi biomarcatori predittivi di 

danno renale nel rigetto d’organo subclinico. 

 

8.1 MATERIALI E METODI 

Il primo obiettivo posto è stata la messa a punto di un metodo di 

isolamento e caratterizzazione dei miRNA da vescicole extracellulari 

urinarie valutando kit e metodologie già presente in commercio e 

applicando opportune modifiche ai protocolli. In questa fase sono 

stati utilizzati campioni di urine di volontari sani. 

 

Di seguito viene riportato lo schema operativo: 

 

Figura 27: A) Piano di isolamento, purificazione e quantificazione della frazione 

proteica dei campioni di vescicole extracellulari. B) Estrazione e valutazione della 

concentrazione dei miRNA vescicolari 
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8.1.1 Preparazione dei campioni urinari 

I campioni di urine sono stati prelevati da 3 volontari sani; in 

particolare sono stati processati campioni di urina del mattino. I 

campioni di urine sono stati centrifugati per 5 min x 4000 g, il 

surnatante è stato prelevato e filtrato con filtri da 0,22 µm. Queste 

due fasi iniziali sono essenziali per eliminare la frazione cellulare 

residua e tutti i detriti presenti nei campioni di urine che potrebbero 

inficiare il risultato della caratterizzazione vescicolare.  

 

8.1.2 Isolamento delle vescicole extracellulari urinarie (uEVs) 

I campioni di urine centrifugati e filtrati sono stati processati al fine 

di estrarre la frazione vescicolare. L’isolamento ha previsto il 

confronto fra più metodiche, quali: Norgen Urine Exosome RNA 

Isolation Kit (modificato), ExoQuick-TCTM Exosome Precipitation 

Solution, Qiagen exoEasy Maxi Kit, Ultracentrifugazione con filtri 

Amicon® filter column e Izon qEVsingle Size Exclusion Column.  

 

8.1.2.1 Norgen Urine Exosome RNA Isolation Kit (modificato) 

Al campione di urine vengono aggiunti 300 µl di slurry solution, in 

dotazione al kit. Questa soluzione si lega a diverse componenti 

urinarie ma non alle vescicole extracellulari. La miscela viene poi 

mescolata e centrifugata due volte a 2500 rpm x 2 min, sciacquando 

il pellet con PBS 1X. Alla fine della seconda centrifuga viene prelevato 

il surnatante contenente le uEVs.  

 

8.1.2.2 ExoQuick-TCTM Exosome Precipitation Solution 

Il campione di urine viene unito a soluzione di precipitazione 

contenente glicole polietilene in rapporto 1:1/2. La miscela viene 

lasciata riposare a 4°C overnight prima di subire due passaggi in 

centrifuga a 1500 g (la prima di 30 minuti e la seconda di 5 minuti) 

nei quali viene eliminato il surnatante e vi è comparsa di un pellet 
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semitrasparente. Questo pellet contiene la frazione vescicolare 

depositata che viene successivamente risospesa in PBS.  

 

8.1.2.3 Qiagen exoEasy Maxi Kit 

Il campione viene mescolato in rapporto 1:1 con Buffer XBP e 

successivamente centrifugato su colonna filtrante a 500 g x 1 minuto. 

Segue un lavaggio con buffer XWP tramite centrifugazione a 3000 g x 

5 minuti. Il filtro della colonna utilizzata trattiene la frazione 

vescicolare mentre il resto viene eliminato. L’ultimo passaggio prevede 

due lavaggi del filtro con buffer XE (incubato la prima volta per 1 

minuto a t° ambiente) al fine di raccogliere l’eluato contenente la 

frazione di uEVs. I lavaggi sono fatti tramite centrifugazione: la prima 

500 g x 5 min mentre la seconda (raccogliendo la soluzione filtrata) a 

3000 g x 5 minuti.  

 

8.1.2.4 Ultracentrifugazione con filtri Amicon® filter 

L’ultracentrifugazione è una metodica di concentrazione della frazione 

vescicolare con eliminazione del restante materiale. Il campione di 

urine viene centrifugato a 4000 rpm x 30 minuti. Il filtro Amicon 

trattiene la frazione vescicolare. Dopo aver eliminato il filtrato si 

effettua un lavaggio della colonna filtrante con PBS (in rapporto 1:1 

con il volume iniziale del campione) mediante centrifuga a 4000 rpm 

x 30 minuti. Al termine della seconda centrifuga viene raccolta la 

frazione vescicolare presente sul fondo della colonna filtrante.  

 

8.1.2.5 Izon qEVsingle Size Exclusion Column  

Questa colonna è prodotta per purificare i campioni di vescicole 

extracellulari dalla frazione proteica contaminante. In questo studio è 

stata utilizzata come metodo diretto di isolamento e purificazione di 

uEVs. Il processo prevede l’aggiunta del campione all’interno della 

colonna. Tramite aggiunta di PBS le particelle presenti nella colonna 

scorrono a velocità diverse in base alle dimensioni e al peso delle 
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stesse. Vengono raccolte frazioni di 200 µl e in particolare, secondo 

protocollo, le frazioni dalla 6 alla 9, contenenti le vescicole 

extracellulari urinarie.  

 

8.1.3 Purificazione delle uEVs 

Tutti i campioni di vescicole isolate con i diversi metodi (ad eccezione 

di quelli ottenuti con colonne SEC, già purificate), sono stati anche 

processate con colonne IZON qEVsingle SEC al fine di eliminare la 

frazione proteica e verificare le possibili differenze nella 

quantificazione delle vescicole. La procedura di purificazione segue il 

principio spiegato sopra per le Izon qEVsingle Size Exclusion Column. 

 

8.1.4 Quantificazione della frazione proteica vescicolare 

La componente proteica dei campioni di uEVs pre e post purificazione 

è stata quantificata con saggio dell’acido bicincoico (BCA assay) 

usando due strumentazioni diverse; uno spettrofotometro classico e il 

Thermofisher Nanodrop 2000.  

 

8.1.5 Caratterizzazione delle uEVs: quantità e dimensioni 

La caratterizzazione delle vescicole, ossia la concertazione ottenuta e 

le dimensioni medie (quest’ultimo dato utile per la loro 

classificazione), sono state eseguite tramite strumento Izon qNano 

(Figura 28). Tale strumento misura la resistenza elettrica di un nano 

poro messo a contatto con un fluido conduttivo (nel nostro caso PBS) 

e con il campione contenente le vescicole extracellulari.  Attorno a 

tale poro è applicata una corrente elettrica necessaria per misurare la 

resistenza del poro stesso. Quando le vescicole attraversano il poro si 

osserva una diminuzione rapida della corrente che viene rilevata e 

quantificata come particella. Le dimensioni rilevabili dallo strumento 

sono direttamente correlate alla dimensione del nano-poro usato per 
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l’analisi. Nel nostro caso comunque andremo ad osservare particelle 

inferiori a 220 nm di diametro, essendo i campioni di urine pre 

trattati con filtri di tale calibro.  

 

Figura 28: A) Meccanismo di rilevazione del numero e delle dimensioni delle 

vescicole con strumento Izon qNAno [98]. B) Esempio di distribuzione delle 

concentrazioni e dimensioni medie delle vescicole rilevate C) Distribuzione delle 

particelle rilevate. 

8.2 RISULTATI 

8.2.1 Messa a punto di un sistema efficace di estrazione delle 

vescicole extracellulari da urine  

Nella prospettiva di proseguire questo studio, ampliando la ricerca di 

marcatori di danno renale anche in campioni urinari, è iniziata la 

fase di messa a punto di un metodo efficace di isolamento e 

caratterizzazione nel contenuto di miRNA delle vescicole extracellulari 

urinarie (uEVs) (Tabella 5).  
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Qiagen Norgen ExoQuick Amicon Izon 

Concentrazione 

uEVs    

Dimensioni Ø 

(nm)                

(pre purificazione) 

Non 

valutabile 

1,27 x 108   

131 

7,51 x 108  

143 

4,38 x 109  

147 
- 

Concentrazione 
uEVs    

Dimensioni Ø 

(nm)               

(post purificazione) 

1,53 x 107 

156 

1,93 x 107 

146 

2,16 x 108 

161 

5,96 x 108  

145 

6,47 x 108  

123 

Tabella 5: Concentrazioni e dimensioni medie di uEVs estratte con diversi 

kit/metodi 

 

I campioni di vescicole isolate con diversi kit/metodi sono stati 

valutati prima e dopo la purificazione dalla frazione proteica. I 

risultati dei dosaggi proteici effettuati con test dell’acido bicincoico 

(BCA assay) hanno evidenziato un netto calo della frazione proteica 

media da 8 mg/ml a 0.03 mg/ml (Tabella 6).  

 Qiagen Norgen ExoQuick Amicon Izon 

Concentrazione proteica                    

Pre-purificazione[mg/ml] 
1,2  8,17  0,42  4,35  - 

Concentrazione proteica                  

Post-purificazione[mg/ml] 
0,04 0,03 0,06 0,03 0,01 

Tabella 6: concentrazioni medie delle proteine determinate con BCA assay pre e 

post purificazione. 

Per questi nuovi campioni di vescicole si è deciso di valutare anche le 

concentrazioni e dimensioni con strumento Izon qNano. Le vescicole 

isolate e purificate sono state valutate per quantità e dimensioni 

riportando un range di concentrazione compreso tra 108 – 109 

particelle/ml con dimensioni medie delle EVs compresa tra 130 – 300 

nm di diametro. Basandosi sulle concentrazioni ottenute è stato 

possibile identificare un kit migliore per l’isolamento delle uEVs 

(Figura 29).   
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Figura 29: Risultato quantificazione campione uEVs isolato con colonna 

cromatografica SEC (valori da strumento Izon qNano). A) Si possono osservare 

concentrazioni di particelle pari a 108 e dimensioni medie di 130 nm. B) Si osserva 

una distribuzione omogenea del campione.  

 

Dai campioni di EVs isolate è stato estratto l’RNA totale, la cui qualità 

è risultata adeguata (misurazioni al Nanodrop) e di seguito si è 

valutata la frazione di miRNA con Agilent Bioanalyzer 2100. Come è 

stato osservato per i campioni vescicolari sierici, anche per i campioni 

urinari sono state rilevate concentrazioni di miRNA basse, con un 

range compreso tra 0.1 a 0.2 ng/µl. Il metodo migliore per ottenere 

una maggior concentrazione di miRNA vescicolari urinari è un kit 

basato sulla ritenzione delle particelle su colonna filtrante. Le 

quantità ottenute con tale kit sono pari a 231 pg/µl (Tabella 7).  

 

 
Qiagen Norgen ExoQuick Amicon Izon 

miRNA 

concentration 

[pg/µl] 

231 103 91 67 37 

Tabella 7: concentrazioni miRNA uEVs. 

8.2.2 Conclusioni 

I dati ottenuti suggeriscono che il miglior metodo per la ottenere 

elevate quantità di miRNA da uEVs è il sistema di isolamento Qiagen 

exoEasy Maxi Kit. Per quanto riguarda invece, un ipotetico studio 

basato sullo studio e caratterizzazione delle uEVs come possibili 

biomarcatori predittivi di rigetto, il metodo migliore risulta essere la 



80 

 

purificazione diretta con colonna Izon qEVsingle Size Exclusion 

Column, sia per quantità di vescicole che per purezza del campione. 

Risulta chiaro quindi, che la scelta del metodo/kit dipende 

strettamente dalla tipologia di analisi da effettuarsi sulle vescicole 

extracellulari urinarie e dallo scopo dello studio.  
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