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Introduzione

1.1 Patologie renali e terapia cellulare

Le malattie renali croniche e linsufficienza rema¢érminale sono considerate
tra le piu importanti emergenze mediche del nuowemmio. Esistono diverse
malattie renali, alcune a carattere ereditarigeadt sviluppano con la vecchiaia.
Di molte non si conoscono ancora le cause pregiaes noto che lo stadio finale
nella maggior parte dei casi e costituito dall'ffisienza renale cronica (IRC).
L'IRC é lo stato patologico caratterizzato da uredja permanente della
funzione renale, che ha come conseguenza l'inci@pdei rene ad espletare la
funzione escretoria di cataboliti soprattutto atipta mantenere I'omeostasi
idroelettrolitica e svolgere la sua attivita endoar | pazienti affetti da
insufficienza renale cronica sono in continuo autmeperché i farmaci di cui si
dispone consentono di rallentare il danno renale, mon di ripristinare la
funzionalita perduta.

In Italia, circa 41 mila persone sono in trattanmeditlitico cronico, con gravi
implicazioni per la qualita e l'aspettativa di vitei pazienti e pesanti costi
sociali, in particolare per le famiglie dei malati. trattamento dialitico &
sicuramente un trattamento salvavita, ma sostaguisolo la funzione di
filtrazione del rene, e non quella omeostatica,ola@gria, metabolica ed
endocrina. Per coloro che comunque giungono adlisdiil trapianto e I'opzione
terapeutica migliore per sostituire la funzione dehe. Tuttavia, i pazienti
incontrano tre ostacoli principali: la scarsitaodjani che li costringe a una lunga
attesa, la necessita di assumere per tutta Idamaaci immunosoppressivi che
favoriscono le infezioni e I'insorgenza di tumda,durata limitata del trapianto,
che in media dopo 10 anni fallisce. L'incidenzapadzienti che ogni anno si
sottopone a trattamento dialitico e attualmenteirda 160 su milione di abitanti,
ed e considerata una delle piu ingenti cause dssspkel Sistema Sanitario

Nazionale.



In questo contesto, € sempre maggiore linteresgata alla ricerca di
approcci terapeutici alternativi, come la terapgdlutare. L’idea alla base della
terapia cellulare consiste nel coadiuvare il precedisiologico di riparo
attraverso il trapianto di cellule esogene che aiastrutturalmente e
funzionalmente congruenti alla logica tissutaleatenLa possibilita di disporre
di cellule staminali in grado di rigenerare il danrenale rappresenterebbe una
prospettiva molto importante per la prevenziona éefapia di eventuali danni
renali.

L'efficacia della terapia cellulare dipende dallalutazione di alcuni aspetti,
riguardanti soprattutto:

— il tipo di cellule (staminali o progenitori renali)

- lidentificazione della quantita appropriata dilo@ atte alla rigenerazione da
trapiantare

— il metodo di impianto nell’organismo (delivery)

— l'efficacia di cellule attivate “ex-vivo” sulla r@stituzione tissutale.

1.2 Le cellule staminali

Per staminale si intende una cellula indifferermziatapace di proliferare per
tempi indefiniti, clonogenica, con capacita di fsglnewing”, cioe in grado di
generare copie identiche a se stessa per lunglodpéanche per l'intera vita di
un organismo), attraverso divisioni mitotiche, magrado anche di differenziare
in diversi organi e tessuti e dotata di plastititazionale, cioe della capacita di
seguire i diversi destini a seguito dei differesttmoli esterni.

Tradizionalmente il concetto di staminalita € stata sempre associato
al’'embrione, che per definizione é formato da wellancora indifferenziate,
destinate a proliferare enormemente e a generarenoiteplicita di tipi cellulari
distinti. L’'embrione é una struttura del tutto pestare, in quanto formato da un
numero esiguo di cellule, che pero hanno in sé astissimo potenziale di

differenziamento, essendo in grado di generar@i@nd organismo, composto da



piu di 200 tipi cellulari. In base a questa profrie cellule staminali embrionali
vengono definite totipotenti. In realta, gia nefidme fasi del suo sviluppo,
I'embrione e una struttura tutt’altro che omogernietatti, gia pochi giorni dopo
la fecondazione si riconoscono chiaramente tredtig(definiti rispettivamente
ectoderma, mesoderma ed endoderma), che rappresemarimo epifenomeno
del differenziamento cellulare che caratterizzera fasi successive

dell’embriogenesi (Fig. 1.1).

Ectoderma

Mesoderma Endoderma

Fig. 1.1: Schematizzazione dell’embrione ad alcuni giorniadBdcondazione in cui si
possono osservare i tre foglietti embrionali.

In pratica, da ciascuno dei tre foglietti potragorare un numero ampio ma
limitato di tipi cellulari differenti: ad esempiona cellula che si localizza a
livello dell’ectoderma potra generare una progetiieellule epiteliali, neurali o
pigmentate, ma non sara mai in grado di dare aigirtellule del sangue o del
muscolo, che invece sono di derivazione mesoderniiég. 1.2). Questo

concetto, viene definito generalmente “lineagericsin”.
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Fig. 1.2: Differenziamento dei tessuti umani. La figura raggemta schematicamente il
processo di embriogenesi, per il quale gia neilm@iasi dello sviluppo embrionale
sono riconoscibili tre foglietti (definiti rispettamente ectoderma, mesoderma ed
endoderma), dai quali origineranno tutte le celtkie fisiologicamente compongono un
organismo adulto. Al contrario, la segregazion¢edegllule germinali nella maggior
parte dei mammiferi avviene in una struttura adiéeema non appartenente ad alcuno
dei tre foglietti.

In realta, oggi questa visione della staminalitaittita alle cellule embrionali
appare alquanto restrittiva, in quanto alcune papohi staminali si mantengono
nei tessuti adulti diventando una riserva di preatrcellulari (Young et al.
2004) coinvolti probabilmente nei processi di maitento e riparazione
tissutale che intervengono dopo traumi, lesionetinvecchiamento (Pittenger
et al. 1999), e che pertanto vengono chiamateleedtaminali dell’adulto.

Le cellule staminali adulte, sono parte di popaakicellulari tessuto-
specifico di organismi adulti e quindi gia commissite per il differenziamento.

Le cellule staminali vengono classificate in baska doro capacita
differenziativa. Le cellule staminali pluripotenthanno la capacita di

differenziare nei tre strati germinali che cosstiino un organismo: mesoderma



(muscolo, ossa, ecc.), ectoderma (neuroni, petie) @d endoderma (epatociti,
cellule B pancreatiche,ecc.); le cellule staminali multipditepossono invece
differenziare solo nei tipi cellulari di uno specd foglietto germinale o tessuto.

Tutte le cellule staminali, come gia accennatopdevin ogni caso soddisfare
almeno tre criteri fondamentali:

- Capacita di auto-rinnovamento, con una divisionilege di tipo simmetrico
0 asimmetrico attraverso cui la popolazione stalmingene mantenuta; una
divisione simmetrica implica che entrambe le celléiglie mantengono le
caratteristiche di staminalita; nella divisione nasietrica solo una delle
cellule figlie si conserva come cellula staminalentne I'altra prosegue nel
processo di differenziamento.

- Una singola cellula puo dar luogo ad una differamgnto multi-lineage;
I'abilita a differenziare in diversi lineage nonveeessere quindi dovuta alla
presenza di una popolazione cellulare mista cdstitda elementi con
potenziali di differenziamento diversi.

- Capacita di ricostituzione funziondltevivo di un dato tessuto.

1.2.1 Le cellule staminali adulte

Le cellule staminali adulte hanno delle capacitaawlio-rinnovamento e un
potenziale di differenziamento molto piu ristraigpetto alle cellule staminali
embrionali, e sebbene differenziano in moltepliciehge non sono cellule
pluripotenti (Ulloa-Montoya et al. 2005).

Recenti osservazioni indicano che cellule staminatiulte possono
differenziare anche in fenotipi diversi dal propfimeage” cellulare; questo
fenomeno detto di “plasticita” cellulare é stats@wato per diverse popolazioni
cellulari staminali (Alhadlaq et al., 2004).

La maggior parte degli approcci sperimentali, fe oggi, ha sfruttato le
cellule staminali del midollo osseo (Jiang et a002), principalmente per due
ragioni: da un lato il trapianto di midollo € ormaia pratica clinica routinaria,

dall'altro € ormai assodata la presenza di elemstdminali nel tessuto



midollare, in cui coesistono popolazioni staminadiulte differenti. A livello
anatomico il midollo osseo € formato dal parenchimahile, dove si trovano le
cellule staminali emopoietiche (HSC) responsabéil’dmopoiesi, e da una
regione stromale in cui sono presenti cellule stammesenchimali (MSC).

Le HSC sono cellule staminali adulte pluripoteripaci di dare origine a tutti
gli elementi linfoidi e mieloidi circolanti nel sgne periferico. Nel midollo osseo
sono le piu numerose, rappresentano lo 0,1% delhaisalita totale e possono
essere riscontrate anche nel sangue periferico dosttuiscono lo 0,01% delle
cellule mononucleate circolanti. Sono cellule bamnaterizzate e separabili in
distinte subpopolazioni sia per la diversa espoessdi marker di membrana che
per la diversa capacita di “self-renewal”’. Le HSEI anidollo osseo sono
caratterizzate dai marker Lin-/low, c-Kit+, Sca-1i; particolare la frazione

CD34+ ¢ altamente presente nelle HSC umane.

1.3 Le cellule staminali mesenchimali umane (hMSC)

Nel midollo osseo adulto, oltre alle cellule staafiremopoietiche, & presente
a livello stromale un’altra popolazione staminaleui elementi cellulari sono
chiamati cellule staminali mesenchimali (MSC) e qoy costituire dallo
0,001% allo 0,01% delle cellule nucleate del milatseo. Le cellule staminali
mesenchimali sono in uno stato di quiescenza e smmo ancora noti i
meccanismi che portano ad una loro attivazioneivo;un vitro, in assenza di
fattori di induzione, non mostrano differenziamesfwontaneo o fenomeni di
iperproliferazione e nelle popolazioni a confluersiaosserva inibizione da
contatto tra le cellule con la formazione di un w&trato cellulare (Young et
al.2004). Alcune molecole in grado di regolare flaliperazione di queste cellule
come, ad esempio, il fattore Wnt-inibitor dickkdhf{Gregory et al. 2003) sono
state identificate recentemente.

Questa tipologia cellulare ha dimostrato di possed@’alta stabilita genica,
la capacita di migliorare il processo rigenerattdiomolti tessuti e una grande

capacita differenziativa in vivo e in vitro.



Queste cellule hanno mostrato di avere la capatitdgenerare non solo
tessuti di origine mesenchimale, come la cartilagiei dischi intervertebrali,
cardiomiociti, osso e cartilagine articolare, malandi differenziare in cellule
derivate da altri foglietti embrionali, inclusi iearoni, I'epitelio della pelle,
polmoni, fegato, intestino, rene e milza (Bakslalet2004; Krause et al., 2001,
Ventura at al., 2006).

Data la loro elevata potenzialita differenziativapeoliferativi, le cellule
staminali mesenchimali rappresentano un importattemento della terapia
cellulare e un interessante obbiettivo della mediciigenerativa; nell’ambito
della terapia cellulare sulluomo le cellule staaslinmesenchimali hanno
dimostrato nella pratica clinica o in avanzatiltanici, il loro importante ruolo
coadiuvante nel supporto dei trapianti di midolles@o, nel trattamento
dell'osteogenesi imperfetta e in numerosi altrii gascui non erano disponibili
altre alternative terapeutiche (Frassoni et al2200

Date le importanti questioni etiche, oltre ai linsitientifici riguardo all’'uso di
cellule staminali embrionali, l'entusiasmo sciecbf riferito alle cellule
staminali mesenchimali e giustificato dalle lortenessanti caratteristiche che le
rendono particolarmente stimolanti nell'ideazione applicazioni ad ampio
raggio in diversi settori clinici. In particolare tellule staminali mesenchimali
richiedono l'uso di tecniche di isolamento sempécsono caratterizzate da un
alto potenziale di espansione in vitro, da stabijénica, dalla loro compatibilita
con quelli che sono i principi della ingegneriastitale e dalla capacita di
potenziare i meccanismi di riparazione in moltistds vitali (Gronthos et al.
2003).

1.3.1 Caratterizzazione delle cellule staminali meschimali

Sebbene siano stati molti gli sforzi per caratiwie i marker di superficie
delle cellule mesenchimali, ad oggi non € conosciut marker specifico in
grado di individuare una popolazione cellulare mebanale omogenea in modo

univoco; sono comungue noti profili fenotipici claentificano delle proteine di



superficie importanti per caratterizzare le popliazcellulari isolate e utili per

lo studio delle interazioni cellula-cellula e cdéditambiente; alcuni importanti
marker di superficie delle popolazioni cellulari seachimali sono il CD10,

CD29, CD44, CD90, CD106, CD124 e molte altre pratedi superficie note,

che, sebbene costituiscano un profilo di superfiestensivo, rappresentano
comunque un quadro incompleto. Le cellule stamimadisenchimali devono
comunque presentare un profilo fenotipico negapeo i marker del lineage
ematopoietico come CD14, CD34 e CD45 e per mark#e aellule staminali

embrionali come la fosfatasi alcalina o gli antigembrionali stadio-specifico

(SSEA-1-2-3-4).

Recentemente e stata isolata una sottopopolaziaretlale stromali midollari
selezionata con un anticorpo per un marker di d$igger non ancora
caratterizzato denominato STRO-1; le cellule cesilate dal midollo osseo
dimostrano di avere numerosi attributi tipici detldlule staminali mesenchimali
(Gronthos et al. 2003).

Oltre che per l'espressione superficiale di paladoantigeni, le cellule
mesenchimali vengono saggiate anche per le lor@actiap differenziative in
molteplici fenotipi; piccole differenze nei marker superficie non sono infatti
sufficienti per distinguere eventuali sottopopadezidi cellule staminali e per
questo la comparazione funzionale rappresenta glioniapproccio. Mediante
induzione con promotori lineage-specifici si otteng differenziamenti in senso
adipogenico, condrogenico e osteogenico (Muradlial.e 2000); la natura di
queste popolazioni puo essere identificata con pest l'attivita enzimatica
lineage-specifica, con RT-PCR, amplificando trascta cui espressione é
lineage-specifica, o mediante criteri cito-morfotdy 'omogeneita delle
popolazioni differenziate e verificata escludendgiesenza di lineage multipli,
e accertando I'assenza di fenomeni apoptotici oatiec associati ai processi di
differenziamento (Pittenger et al. 2004).

Test citogenetici condotti su popolazioni di cedluhesenchimali di midollo

osseo hanno dimostrato assenza di anomalie cromds®ne persistenza



dell'attivita telomerasica anche in piastre celluldopo un numero elevato di
passaggi.

La Telomerasi € una ribonucleoproteina che repéiqaorzione telomerica dei
cromosomi durante la fase S della mitosi e la dtiaita e rilevata in cellule
germinali umane, in cellule tumorali e in linee lgkri embrionali dove é
responsabile della capacita illimitata di auto-amamento di questi tipi cellulari
(Wright et al. 1996), al contrario delle cellulensatiche che presentano limitate
capacita di auto-rinnovamento che sembrerebberotdasoprattutto alla breve
emivita che le telomerasi hanno in queste celldbto dunque che la capacita di
auto-rinnovamento indefinito (self-renew) e una lalelcaratteristiche
fondamentali delle cellule staminali I'attivita d@herasica costituisce uno dei
marker utili per la loro identificazione (Meekeratt 1997).

Sebbene le MSC derivate da midollo osseo siandegpal utilizzate nella
pratica clinica, la loro presenza nel midollo osadalto e relativamente bassa e,
cosi come la loro capacita differenziativa, dimswei con I'eta del paziente da
cui vengono prelevate (D’lppolito et al., 1999).idolamento di cellule
mesenchimali dallo stroma midollare implica inolwéeriori difficolta nella
pratica clinica, poiché si avvale di un prelievol aeidollo osseo mediante
tecniche chirurgiche invasive e traumatiche pepakiente, ed e piu facile
'insorgenza di infezioni in sede midollare (Rao at, 2001). Queste
problematiche hanno portato alla ricerca di fontteraative di cellule
mesenchimali che siano compatibili ai principi delterapia cellulare e
all'applicabilita in campo clinico.

Cellule staminali adulte sono state isolate daw@ésuti oltre al midollo osseo,
incluso I'osso trabecolare, il tessuto adiposmulscolo scheletrico, i polmoni, la
polpa dentaria, le cellule perivascolari del comlambelicale derivate dalla
gelatina di Wharton e le cellule di membrane fetdliplacenta a termine
(Korbling et al., 2003, Alviano et al., 2007). Ratemente sono state identificate

cellule staminali adulte anche a livello renale g8ulati et al., 2005)
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1.3.2 Le cellule mesenchimali degli annessi embriain

Il sangue del cordone ombelicale pur essendo ceratal un’importante fonte
di cellule staminali presenta una bassa percentdaleslementi cellulari
mesenchimali spesso non rilevabile, e cio rendeftaite meno interessante per
uno sviluppo in senso clinico (Mareschi et al. 2001

La Gelatina di Wharton &€ un tessuto connettivalesgnte nel cordone
ombelicale umano, costituito da cellule stromaltido miofibroblastoide, fibre
di collagene e proteoglicani; recenti studi hanmoagtrato la presenza in questo
tessuto di cellule con una notevole attivita peshttiva che possono essere
isolate facilmente, espanse e mantenute in vituestg cellule possono essere
indotte a differenziare, mediante specifici indutt¢fattore di crescita dei
fibroblasti, dimetilsolfossido, ecc.) in senso ragenico, dimostrandosi dunque
una potenziale risorsa di cellule staminali muliigrai facilmente ottenibili senza
implicazioni etiche e utili per applicazioni terapiehe e biotecnologiche
(Mitchell et al. 2003).

Recenti studi hanno dimostrato che anche il flladmiotico (prelevato tra il
secondo e terzo trimestre) € una ricca fonte dlileetnesenchimali. Gli elementi
cellulari presenti nel fluido amniotico costituism una popolazione piuttosto
eterogenea di origine fetale; i potenziali siti dleeniscono tali cellule sono
I'epidermide, I'epitelio e la mucosa digestivatratto urinario e respiratorio e le
strutture membranose fetali (Golden 1983). L'orgydrelle cellule mesenchimali
nel fluido amniotico non & ancora stata identiicata € oggi oggetto di studio il
ruolo delle membrane fetali placentari nella cagidne di tale popolazione

staminale (Bailo et al. 2004).

1.3.3 Le cellule mesenchimali della membrana fetale

La placenta umana € un organo costituito sia da poraione di origine
materna che da una porzione di origine fetale: i@s e il corion sono tessuti di

origine fetale mentre le differenti regioni dellaciiua sono di origine materna.
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La membrana amniocorionica delimita la sacca chmlge il feto; in tale
struttura I'amnios, lo strato piu interno del sa@mniotico, € costituito da un
singolo strato di cellule epiteliali che rivestommternamente un basamento
membranoso e un sottostante strato di cellule stiiaiidoyes et al,. 1970) (Fig.
1.3).

Decidua paretale Decidua basale

Cecidua
capsulare

i A « -l__‘—.
Corion = | ) o — e Placenta
I -

" Cordans
ombelicale

Amnics

Cavita amniotica

Fig.1.3: Immagine di placenta in cui € possibile osservareispettive posizioni di
corion e amnios.

Il corion e costituito da un mesoderma corionicdadlo strato trofoblastico
ricco di cellule citotrofoblastiche che formano illivdel corion frondoso.
Embriologicamente I'amnios deriva dall’epiblastdla@enassa cellulare interna
mentre il corion origina dal tessuto extra-embrler{doore et al. 1998).

Recenti studi hanno dimostrato che cellule otterdaé fluido amniotico
mostrano un fenotipo mesenchimale-staminale sirailguello delle cellule
derivate dal midollo osseo (Anker et al. 2004)céaatterizzazione fenotipica e

funzionale delle cellule di origine amniocorioni@acora oggi non € completa e
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non sono ancora stati prodotti degli studi sistéchatille cellule corioniche, che
permettano di stabilire le caratteristiche di progei cellulari o di marker di

differenziamento. Al contrario, sono stati recergaie effettuati degli studi sulle
cellule stromali amniotiche che ne hanno dimostrd¢éo caratteristiche

mesenchimali (Alviano et al., 2007).

Alcuni importanti dati riguardanti queste popolamioellulari sono comunque
noti, come ad esempio la bassa espressione di MHCI|d mancanza di
espressione di MHC Il (Kubo et al. 2001); la basseunogenicita di queste
cellule e stata dimostrata da applicazioni clinicha I'uso di cellule dell’epitelio
amniotico come medicazione biologica per il tratamo del danno distruttivo
corneale e congiuntivale (Solomon et al. 2003).z{éraa queste interessanti
caratteristiche le cellule della membrane fetalsespoo offrire ampie possibilita
nel campo della terapia cellulare e della mediciganerativa; recentemente e
stata mostrata 'abilita di tali cellule mesenchiindzrivanti da membrana fetale,
in particolar modo da epitelio amniotico, nell’eéspere marker neurogenici,
epatici e pancreatici, dimostrando quindi, ancora wolta, la presenza di
progenitori multipotenti indifferenziati e il lorpossibile utilizzo clinico (Wei et
al. 2003).

1.3.4 Le MSC allogeniche e il sistema immunitario

La capacita di generare una risposta immunitariaun@ caratteristica
fondamentale da indagare se si stanno studiandglecehe dovranno essere
trapiantate in un organismo con finalita di ricagtone tissutale dopo un danno
renale, o come terapia coadiuvante al trapiantegdimo, dove sono presenti
tessuti di origine allogenica.

La terapia cellulare di derivazione autologa e ts@rsa molto importante ma
necessita di una biopsia del paziente e di un’espae in coltura delle cellule
prelevate, che poi devono essere opportunamergeiaehte e controllate prima
di essere trasferite. E’ quindi una procedura @astonon si ha la sicurezza che il

numero di cellule prodotte dal soggetto al mometdbbisogno sia sufficiente.
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Un approccio alternativo € il trapianto di cellaldogeniche, e proprio per questo
motivo e importante indagare se le hMSC possanariaduna risposta
immunitaria 0 meno.

Le cellule mesenchimali possiedono numerose madedol superficie che
potrebbero interagire con le cellule T del sistamanunitario, come MHC I,
Thy-1 (CD90), VCAM (CD106, vascular cell adhesioroletole), ICAM-1
(intracellular cell adhesion molecole), ALCAM (CD4,6activated leukocyte cell
adhesion molecole), e integrind, o5, a6, 1, B3, 4. L'interferoney induce
nelle hMSC di origine fetale un aumento dellesprase di MHC I,
normalmente espresso a livelli non apprezzabili, meen di molecole co-
stimolatorie come CD80 e CD86, comunque mai espredalle hMSC
(Gotherstrom et al. 2004). La presenza di MHC Ivignee la reazione delle
cellule NK mentre l'assenza di MHC Il e di molecoleostimolatorie
impediscono una reazione delle cellule T o comungrexlispongono ad un
risultato di anergia: le MSC hanno quindi carastiezhe ipoimmunogeniche.

Per Zhang et al. (2004) le MSC interferiscono @mhturazione delle cellule
dendritiche (DC), le cellule presentanti I'antiggi#d”C) con ruolo chiave nelle
reazioni “self-non self” sia a livello centrale cperiferico. In esperimenti di co-
coltura le MSC determinano nelle DC una forte regwone negativa
dell’'espressione di molecole importanti per il Iaaluppo come CD1a, CD40,
CD80, CD86 e HLA-DR; le MSC sono inoltre in graddrderagire direttamente
con le cellule T responsabili di alloreattivita.c6ado diversi studi (Mcintosh et
Bartholomew 2000, Tse et al. 2003) le MSC coltivate cellule T non ne
causano la proliferazione e ridurrebbero addi@ttiar risposta di quest’ultime ad
altre cellule o ad attivatori non specifici come figdoemoagglutinina. La
mancanza di risposta non é dovuta ad apoptosiattradneccanismi deteriorativi
dato che la competenza delle cellule T € efficieetete ripristinata in seguito
alla rimozione delle hMSC in co-coltura (Pendelttnal. 2003). Si é cercato
quindi di capire quali citochine fossero prodott@lel MSC e nonostante la
caratterizzazione sia ancora in corso e sia sumatai alle condizioni di

isolamento e di coltura, tuttavia si ha evidenzbaderoduzione del fattore di
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crescita epatocitario (HGF), IL-10 e T@F(Ryan J et alt. 2005) che
contribuiscono a creare un ambiente immunosopmesSiltre alla secrezione di
fattori solubili, le MSC esprimono sotto stimolazeo di INFy I'enzima
Indolamina 2-3 diossigenasi (IDO) che cataboliztatriptofano presente
nell'ambiente, impedendo la proliferazione delldute T (Meisel et al. 2004)
attraverso la diminuzione della concentrazione aw®ihoacido nell’ambiente
(tryptophan desert). Il meccanismo e simile a queéll'induzione di tolleranza
nell'interfaccia materno fetale per permettere piemto dell’'ovulo fecondato.
L’ipotesi € quindi che le MSC agiscano come modulatiella risposta
immune attraverso molteplici meccanismi (Fig. ligiimmunogenicita, azione
diretta cellula-cellula o tramite la produzione fditori solubili; per esempio
all'interno del midollo potrebbero avere un ruokl preservare la popolazione di
linfociti immaturi finché a livello periferico none sia richiesta la proliferazione.
Le caratteristiche tollerogeniche delle hMSC petamet di sviluppare il loro
utilizzo in medicina rigenerativa anche in sensloganico, diminuendo cosi
sensibilmente anche la mortalita associata allimgatibilita del complesso
maggiore di istocompatibilita (HLA), che si frontgg in clinica con l'uso di
farmaci immunosoppressivi che hanno una relatifiaagfia ed elevata tossicita.
Buoni risultati in questo senso sono stati ottedatrecenti studi in cui sono state
trapiantate allo-MSC per indurre tolleranza ad &digsuti trapiantati; ad esempio
Bartholomew et al. (2001) hanno infuso MSC alloghai per favorire

I'attecchimento di un trapianto di pelle in un mbaoleli babbuino.
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Fig 1.4: MSC e meccanismi di azione tollerogenica

Lo status immunologico delle cellule mesenchimaliesgnta dunque
importanti vantaggi che vengono confermati ancheinnambito xenogenico;
anche in questo caso studi condotti su modelli mranno confermato che
'impianto di cellule mesenchimali xenogeniche no& associato ad
un’attivazione o un rigetto del sistema immunitg@aito et al. 2002).

Le proprieta tollerogeniche delle cellule mesenditimendono quindi queste
cellule strumenti d’elezione in terapia cellularecempatibili con efficienti
protocolli terapeutici in medicina rigenerativa djenza; inoltre potrebbero
essere addirittura utilizzate per il trattamentd rigetto in seguito a trapianto

d’organo o in malattie autoimmuni.

1.4 Cellule staminali mesenchimali e rene

Data la considerevole morbidita dei trattamentiliita a lungo termine e
'aumento del numero di pazienti in lista d’attgser il trapianto di rene, &
chiaramente evidente la necessita di nuove teragrida cura, o se non altro il
miglioramento, delle patologie renali.
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Nei pazienti con insufficienza renale cronica lalatiea porta nella maggior
parte dei casi ad una perdita cellulare, accumulgrdteine della matrice
extracellulare e sviluppo di fibrosi interstiziale.

Molti studi si sono focalizzati sugli eventi cebwl e molecolari che portano
allo sviluppo della fibrosi interstiziale, ma poéonoto riguardo ai meccanismi
che promuovono il riparo cellulare e il rinnovanehssutale.

Numerosi studi evidenziano la capacita delle cellstaminali mesenchimali
derivate da midollo osseo di rimpiazzare celluleateadulte specializzate in
modelli animali o nell’'uomo (Ricardo et al., 200&koo et al., 2005). Tali studi
hanno previsto I'analisi di individui con reni edvilo geneticamente differenti,
permettendo in questo modo di verificare la preaatalle cellule di midollo a
livello renale.

Nel caso delluomo, gli studi si sono basati suitzrca del cromosoma Y in
pazienti maschi che avevano ricevuto un rene datdonfemmine. Sono state
rilevate cellule di midollo positive al cromosoma néi tubuli renali e nei
glomeruli; queste cellule si mostravano positivearkers epiteliali, dimostrando
un loro differenziamento verso un fenotipo tubulare

Questi risultati clinici sono supportati anche de serie di studi su animali.
Nello studio di Poulsom et al., si dimostra la pre= di circa '8% delle cellule
tubulari epiteliali contenenti il cromosoma Y innredi topi femmina, che
avevano ricevuto un trapianto di midollo dopo ireatbne.

In altri modelli sperimentali, & stato riportatotransdifferenziamento delle
cellule di midollo in cellule epiteliali del tubularossimale, in cellule mesangiali,
endoteliali e interstiziali. Lange et al, hanno wato I'effetto terapeutico di
cellule staminali mesenchimali di midollo in un netid di insufficienza renale
acuta (ARF) provocata da ischemia/riperfusione ttadmel ratto. In questo
studio sono state utilizzate cellule marcate comrofdestrano, la cui
localizzazione e stata rilevata mediante studistimanza magnetica. Le cellule
hanno dimostrato di localizzarsi a livello renaeprattutto nei glomeruli, e di
migliorare la funzionalita renale. Questi effettinsanifestano gia dopo 2 o 3

giorni dallinduzione dellARF; questo porta ad tmzare che |l
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transdifferenzamento delle cellule staminali inldel renali, un processo che
richiede piu di tre giorni, non sia il meccanismenoprotettivo primario. La
somministrazione delle cellule mesenchimali iniredih ARF e associata ad un
recupero piu rapido della funzione renale, prolabiite dovuto agli effetti
paracrini delle cellule stesse.

La medicina rigenerativa renale si basa sullo pptudi nuove terapie basate
su cellule staminali che possono offrire una vaattarnativa per il recupero o il
mantenimento della funzionalita renale. La progoess del danno renale puo
portare non solo ad una perdita cellulare, ma amchalterati meccanismi di
riparo.

Sulla base dei risultati ottenuti in fase sperimbntiguardo alla capacita delle
cellule staminali derivate da midollo osseo di rgze, almeno in parte, il rene
danneggiato, diventa una valida prospettiva fulgualla di utilizzare queste
cellule per trapianti in pazienti con danno rendie. quest’ottica € molto
importante identificare i fattori che controllaniodifferenziamento, I'homing e
I'integrazione delle cellule nel tessuto renaletafe scopo si stanno ricercando
varie fonti di cellule staminali mesenchimali, aftative al midollo osseo, sulla

base anche delle capacita immunomodulatorie dellele stesse.

1.5 Marker di nefrogenesi

Il rene permanente (metanefro) origina da recipeoahterazioni tra due
tessuti, il dotto ureterico e il mesenchima metacef Ciascuno di questi tessuti
deriva inizialmente dal mesoderma intermedio. Diopasione da parte del dotto
ureterico, le cellule del mesenchima sono indotwifierenziare in specifiche
tipologie renali. Il dogma centrale dello sviluppenale suggerisce che il dotto
ureterico formi l'uretere e il sistema dei dottiletiori del rene maturo, mentre il
mesenchima metanefrico dia origine alle restantzipai del nefrone, dalla
capsula di Bowmann al tubulo distale (Cullen et2005).

Il mesenchima menatefrico non indotto € compostaalale mesenchimali,

che hanno dimostrato di essere I'unica popolazianegllo embrionale, che puo
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essere indotta a generare nefrogenesi. Infatteeviel sperimentali mostrano che
le cellule del mesenchima metanefrico hanno laatpdi differenziare non solo

in tutte le regioni epiteliali del nefrone, ma aachli essere incorporate
nell'epitelio del dotto collettore derivato dal tmureterico (Bates et al., 2000).

Studi di microarray hanno permesso di identifiaameset di geni che sono up-
regolati nel mesenchima metanefrico non indottet® al mesoderma
intermedio, la cui espressione persiste durantsvituppo embrionale ma si
riduce o viene ristretta ad alcune zone. Questi gemker includono Ewsh, 14-
3-30, Scd2, RARe, CD24 e Cadherin-11. | marker intracellulari possessere
utili strumenti di identificazione di cellule stamali indotte verso un
differenziamento renale, mentre i marker di sup&rfpossono essere sfruttati
per una eventuale identificazione, ad esempio teatacniche citofluorimetriche,
di progenitori renali (Challen et al., 2004).

CD24 e Cadherin-11 sono altamente espresse nelnoies& metanefrico,
ma la loro espressione cala durante lo sviluppo24L B presente in tutte le
strutture epiteliali, mentre Cadherin-11 & espredaiée cellule mesenchimali
dell'interstizio renale, ma non in quelle epitdlialCD24 potrebbe quindi
identificare progenitori renali destinati a diffamare in segmenti epiteliali del
nefrone, mentre Cadherin-11 quelli destinati a fmen l'interstizio renale
primario. Esistono alcune evidenze indirette chggsuscono che queste
molecole possano marcare una popolazione di primgemenali. CD24 e
fortemente espresso nei tumori di Wilms e in canain renali, cosi come
Cadherin-11. L’espressione di questi due marketenegllule tumorali puo
indicare che ci sia una reversione ad uno statgpiaitivo o embrionale, una
condizione analoga a quella delle cellule del melsema metanefrico non
indotto.

Per quanto riguarda gli altri geni si e evidenziaebhe 14-3-30 e Scd2 sono
ampiamente espressi nei segmenti epiteliali, RAR-espresso nell'interstizio
renale, mentre Ewsh in quelle cellule che stanrmemsdo una trasformazione

mesenchimo-epiteliale intorno alla punta del datieterico.
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Bisogna comunque tenere presente che I'espressigife singole molecole
non é ristretta al mesenchima metanefrico non todger cui per identificare
una popolazione di progenitori renali € necessdcercare una combinazione di
tutti questi marker.

1.5.1 Le proteine 14-3-3 (YWHAQ)

Le modifiche post-translazionali delle proteine soessenziali per la loro
regolazione, localizzazione e funzione. Uno deigmenuni tipi di modificazioni
post-translazionali e la fosforilazione a livellosgrina o treonina (Benzinger et
al., 2005). La fosforilazione puo influenzare unatgina influenzando il suo
folding, la sua stabilita, le interazioni e le wati (Fig. 1.5). Un meccanismo
comune per ottenere questi cambiamenti e [Iinterazi proteina-proteina
(Coblitz et al., 2006).

Le proteine 14-3-3 appartengono ad una famiglianadinte conservata, in
grado di legarsi ad una ampia varieta di proteitiecca 300, coinvolte in
differenti vie di segnale, come chinasi, fosfatasirecettori transmembrana.
Questo fa si che le proteine 14-3-3 giochino urorumportante in un vasto
range di processi regolatori, cosi come segnaiiagiduzione, segnali mitogeni,
apoptosi, regolazione del ciclo cellulare e profifgone cellulare interagendo
con Raf, BAD, proteina chinasi C (PKC) e fosfatidibsitolo 3-chinasi (PI13K).
(Malaspina et al, 2000).

Nelluomo sono note 7 isoforme delle proteine 13;3he formano dimeri
che si legano ad altre proteine, in seguito alla limsforilazione a livello di
residui di serina o treonina. L'associazione conAD regola la funzione dei
ligandi attraverso il sequestro inter- o intra-camipnentale, l'attivazione o
l'inattivazione dell'attivita enzimatica e la promione o inibizione delle

interazioni con le proteine (Mackintosh 2004; Heking, 2004).
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A) 1 site binding B) 2 site binding

14-3-3 dimer

C-terminus

Fig.1.5 14-3-3 puo legare proteine che contengono ungecsdi target. (A) Il legame a
proteine con un sito target pud mascherare la ipaida altre interazioni (in alto) Piu
proteine con un singolo sito target possono essef®calizzate dal legame con lo
stesso dimero 14-3-3 (in basso). (B) Una proteima due siti target puo avere un
legame cooperativo con 14-3-3. In questo caso lesemuenze funzionali possono
includere un cambiamento conformazionale (attivaio inattivazione) o mascherare
altre interazioni.

Queste proteine risultano implicate anche nel nmamtento della funzionalita
dei podociti renali.

Il glomerulo renale € il sito di un ampio numerodisordini che portano a
proteinuria e a disfunzione renale cronica. Rec&ntli sulla sindrome nefrosica
ereditaria, caratterizzata da massiccia proteiner@isfunzione renale cronica,
hanno evidenziato il ruolo dei podociti glomerulagl generare una barriera di
filtrazione selettiva. Mutazioni nei geni che cackino per nefrina, podocina e
proteina CD-2 associata, portano ad una severaosirednefrosica, suggerendo
che queste proteine sono indispensabili per gemerafiltro glomerulare intatto.
Lipidi fosforilati, come PIP2 e PIP3, sono mediatohiave in varie vie di
segnale intracellulari che controllano la crescila, migrazione cellulare,

I'endocitosi e la sopravvivenza cellulare. La casi@ne di PIP2 a PIP3 a livello
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della superficie interna della membrana plasmaticaatalizzata dalla fosfo-
inositide 3-OH chinasi (PI3K). Le PI3K di classesdno eterodimeri con una
subunita catalitica ed una regolatoria. Uno dei gi@g mediatori dell’attivita
della PI3K e la serina-treonina chinasi AKT (Hule¢ral., 2003). Il legame dei
fosfolipidi, generati dalla PI3K, alla AKT, portdla traslocazione della AKT
stessa alla superficie interna della membrana @iisane induce cambiamenti
conformazionali che sono richiesti per la corrétsforilazione ed attivazione di
AKT. La rilocalizzazione della AKT a livello dellmembrana cellulare, infatti,
porta a stretto contatto I'AKT con le chinasi reajolie che la fosforilano,
attivandola. Tra i numerosi effetti ad essa cotreldKT e richiesta per la
sopravvivenza cellulare dipendente dai fattori tBscita e blocca I'apoptosi
indotta da stimoli tossici. L'attivazione della camca cascata delle chinasi,
come quella di PISK/AKT, rappresenta un compon@stenziale per mantenere
I'integrita funzionale dei podocith vivo.

Dopo fosforilazione, numerosi target della AKT spg&ano a proteine della
famiglia 14-3-3, portando ad una loro ridistriburocellulare o inattivazione. La
regolazione delle 14-3-3 € mediata da interaziooigina-proteina fosforilazione
dipendenti, quindi il legame fosforilazione dipentiedelle 14-3-3 alle proteine
target € un evento critico nei programmi cellulanediati da AKT. La
fosforilazione AKT dipendente regola anche la pr@teBad, una proteina
proapoptotica, determinandone I'associazione ce8-34Tale legame promuove
la sopravvivenza cellulare (Huber et al., 2003).

I gene che codifica per le proteine 14-3-3 € fokate espresso nel
mesenchima ai primi stadi di sviluppo, ma il lielldi espressione decresce
durante il suo differenziamento. Questo cambiameénparticolarmente evidente
nelle condensazioni mesenchimali che diventeramntlagine, 0sso, muscolo e
rene. In quest’'ultimo caso il gene e fortementaesgw nelle cellule staminali
renali e nel mesenchima, ma decresce nei primii sfadformazione dei
condensati nefrogenici epitelizzati. Questo indicaruolo della famiglia 14-3-3
nei primi stadi dello sviluppo del mesenchima, meadte il differenziamento

tissutale la sua funzione viene persa o rimpiazdataltre proteine. In particolare
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I'isoforma ¢ € espressa durante lo sviluppo renale di topa, u& espressione
rimane elevata nel mesenchima indifferenziato, ajpoo quindi un ruolo dello
sviluppo mesenchimale. | membri della famiglia 28-Banno mostrato di essere
coinvolti in un ampio range di funzioni, che inctub anche la regolazione della
PKC, la formazione di parte di un complesso di legal DNA e il legame alle
proteine Raf, indicando un loro importante ruoldaneasduzione del segnale. Si
suppone che la loro azione a livello della modulaei del differenziamento
mesenchimale sia dovuta alla loro capacita di irdurcambiamenti
conformazionali nelle proteine a valle della cascdel segnale. E' quindi
possibile che le proteine 14-3-3, e in particoldigoforma ¢, si leghino a
proteine in uno stato fosforilato e lo stato confarionale cosi indotto mantenga

attiva o inibita una particolare via di traduzigicConnell et al, 1995).

1.5.1.2 Regolazione del signaling intracellulare daarte di 14-3-3
1.5.1.21 Trasduzione del segnale mediato da Raf-1

Raf-1 & una serina/treonina chinasi che gioca alorchiave nella trasduzione
del segnale indotto da fattori di crescita attivaiggni che codificano per fattori
di trascrizione coinvolti nella divisione cellulare

14-3-3 mantiene Raf-1 in uno stato inattivo in agsedi segnali di attivazione
e stabilizza la sua conformazione nel momento inriceve tali segnali (Fig.
1.6). La differente attivita sarebbe dovuta aldathe 14-3-3 lega diversi domini
di Raf nelle cellule quiescenti e in quelle cher@subito uno stimolo mitogeno
(Fu et al., 2000).
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Fig. 1.6: Nelle cellule quiescienti 14-3-3 pu0 mantenere Raft uno stato inattivo
legandosi ad uno specifico dominio della protelnaseguito ad uno stimolo mitogeno
GTP-Ras si lega ad un differente motivo di Raf debeando la sua traslocazione alla
membrana e la sua conseguente attivazione.

1.5.1.2.2 Bad e vie di apoptosi
14-3-3 risulta coinvolto anche nell'apoptosi tramliinterazione con Bad, un

membro propaoptotico della famiglia di Bcl-2, coni i lega in maniera
fosfoserina-dipendente. Il legame di 14-3-3 antagranl’attivita propapoptotica
di Bad, in quanto il complesso che si forma da#mzione di queste due
proteine a livello citosolico, lo rende inattivoigF1.7).

Almeno 4 chinasi sono in grado di forsforilare Badvitro, tra cui Proteina
chinasi A (PKA), Akt/protein kinase B, PKC, e Rafdlattivazione di AKT
porta alla fosforilazione di Bad, all'associaziodiequest'ultima con 14-3-3 e

quindi all'inibizione della sua attivita proapopta.
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Fig. 1.7: (a) 14-3-3 sequestra Bad dal complesso mitocondBaleXL/Bcl-2. Nello
stato basale Bad lega Bcl-XL/Bcl-2, favorendo I'ppusi. In seguito a stimoli di
sopravvivenza vengono attivate chinasi come AKTfoséorilano Bad. In questa forma
Bad si lega a 14-3-3 e diventa inattivb) Durante I'interfase o in seguito a danno del
DNA Cdc25 viene fosforilata e si lega a 14-3-3 ehmantiene nel citosol.

Ma Bad non e I'unica molecola antiapoptotica conicteragisce 14-3-3, per
cui si suppone che questa proteina agisca come attord generale di

sopravvivenza attraverso la sua capacita inibiteliapoptosi (Fu et al., 2000).

25



1.5.1.2.3 Cdc25 e controllo del ciclo cellulare
14-3-3 risulta coinvolta anche nella regolazionkai&o cellulare, attraverso

la sua interazione con Cdc25. Quest'ultimo e il giagregolatore del ciclo
cellulare, defosforilando e quindi attivando la teipa chinasi Cdc2, e
determinando I'ingresso della cellula in mitosi.

L’inibizione della defosforilazione di Cdc2 e fondantale per bloccare la
mitosi in risposta a danneggiamento del DNA. Laddokzione di Cdc25 porta
alla sua associazione con 14-3-3, per cui questaipa potrebbe essere richiesta
per mantenere Cdc25 in uno stato inattivo.

L’azione di Cdc25 richiede il suo ingresso nel eaglper cui e possibile che il
legame a 14-3-3 regoli il trasporto citoplasma-aacibloccando il complesso a
livello citoplasmatico. 14-3-3 interagisce anche adtre proteine coinvolte nella
regolazione del ciclo cellulare, suggerendo chesgu@roteina sia coinvolta

anche in questo meccanismo (Fu et al, 2000).

1.5.2 Cadherin-11

La morfogenesi tissutale nell’embrione implica méargiamenti dinamici
cellulari, in cui gioca un importante ruolo regola I'adesione cellulare mediata
da caderine. Queste proteine sono molecole di @uestalcio-dipendenti e si
suppone che siano responsabili dell'indirizzametitgellule tessuto-specifiche
nei vari organi (Kii et al., 2004). Sono stati itiéoati 9 differenti sottotipi di
caderine, che comprendono la caderina-11, N, P.-EAM, R, B e 7.
L’interazione tra le caderine e primariamente opiod, cioe cellule che
presentano lo stesso tipo di caderina aderiscanw lall’altra (Goomer et al.,
1998).

Il livello di espressione delle caderine influenadorza di adesione, e il tipo
di caderina espresso determina la specificita dielterazioni cellulari e le
proprieta delle interazioni.

Per quanto riguarda la regolazione di queste pretsono stati proposti vari

meccanismi:
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(a) Durante alcuni processi morfogenetici, ad esena forza dell’adesione
cellulare viene rapidamente modulata in rispostat®ri di crescita o ad altri
segnali senza concomitanti cambiamenti nella pessdncomplessi di adesione,

o di giunzioni cellulari (Fig. 1.8a).
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Fig. 1.8: Tipi di adesione mediate dalle caderine: a) Rexjotee rapida delle molecole
di adesione di superficie; b) Formazione delle gioni aderenti associate a maggiori
cambiamenti nello stato della cellula, come transizepiteliali-mesenchimali; c)
Controllo della biogenesi o turn-over delle giumzioellulari.

(b) Daltro canto, sembrano avvenire importanti bamenti
nell'assemblaggio o disassemblaggio delle giunziederenti, di solito in
associazione con grossi cambiamenti nello statalaet o nel differenziamento,
come le transizioni epitelio-mesenchimali o mesenakepiteliali (Gumbiner,
2000). (Fig. 1.8b)
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(c) Il normale assemblaggio e disassemblaggio dgli@zioni formate da
caderine in cellule in stato stazionario, e quiladioro formazione a partire da

elementi neo-formati, sembra essere sotto un démteygolatorio (Fig. 1.8c).

1521 Meccanismi di regolazione delle caderine
Le caderine formano forti complessi con le catenaie si ritiene le mettano

in contatto con l'actina del citoscheletro. Camleatn nella composizione del

complesso caderina-catenina, la fosforilazionesdei componenti e alterazioni

nell'interazione del complesso con l'actina debstheletro possono giocare un
ruolo importante nell’adesione.

Cambiamenti nella composizione del complesso, cathesempio aumentati
livelli di beta catenina, promuovono la formaziated complesso a livello della
membrana plasmatica ed aumentano l'adesione medigatzaderina in alcune
linee cellulari.

La fosforilazione della tirosina del complesso cadecatenina porta
all'inibizione dell’adesione caderina-mediata. legolazione dell'adesione viene
mediata anche da proteine che si legano al compleas livello
intracitoplasmatico, come le piccole GTPasi, chespao portare all’inibizione o
alla formazione di una maggior quantita di compleasseconda della tipologia
di proteina coinvolta. Il loro ruolo nella regolame dell’adesione caderina-
mediata non & ancora completamente chiaro, mansiapehe abbiano un ruolo

nell'assemblaggio e disassemblaggio delle giunzaderenti.

1.5.2.2 Caderine e rene
Lo sviluppo dell’epitelio renale a partire dal meskima metanefrico richiede

interazioni induttive, proliferazione cellulare @modellamento tissutale.
L’epitelio renale deriva per la maggior parte dadsenchima metanefrico, un
gruppo di cellule morfologicamente distinte dallécastanti, posizionate
all’estremita posteriore del mesoderma intermeDmpo induzione da parte del
dotto ureterico, le cellule mesenchimali metanedicsi aggregano e si
polarizzano a formare una vescicola epiteliale fpiwian, proliferante, che

generera I'epitelio tubulare glomerulare, prossem@tubulare distale.
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Lo sviluppo del nefrone a partire dalle due tipadogellulari primarie,
I'epitelio del dotto ureterico e il mesenchima nmetfico, richiede una
conversione fenotipica delle cellule mesenchimahse un fenotipo epiteliale e
una complessa serie di eventi morfogenetici cheetienab I'epitelio lungo I'asse
prossimale-distale.

Le attivita del rene richiedono una struttura mmdnsionale del nefrone, che é
strettamente collegata alla sua funzione. Duramtgviluppo questa architettura
viene ottenuta non soltanto grazie all'azione @ sarie di fattori di trascrizione,
ma anche di proteine strutturali, che mediano, abme parte, la migrazione
cellulare, 'adesione e la specificita della paasdzione. Tra queste molecole, un
ruolo importante e svolto dalle caderine, che @ implicate nello sviluppo e
nella migrazione cellulare. Il pattern di espressialelle molecole di adesione
puo influenzare lo sviluppo dell’epitelio renale fiegioni morfologicamente e
funzionalmente distinte, nel momento in cui il mag@ma si aggrega, forma la
vescicola renale, e durante 'embriogenesi.

La caderina 11 e espressa nelle cellule mesendhiteliembrione, ma non
nelle strutture epiteliali, anche se derivate ddlulee mesenchimali che
precedentemente esprimevano la proteina. L'espmressiella caderina 11, che
risulta molto alta nel mesenchima in via di svilapmfatti diminuisce quando le
cellule cominciano a polarizzarsi e a formare kel indifferenziato della
vescicola renale. Cid nonostante, durante la rigppsecoce all’induzione, la
caderina 11 puo essere ancora funzionalmente afitisse grazie all’attivazione
controllata di altri fattori che interagiscono cdbdominio intracellulare, come la
famiglia delle catenine, fornendo cosi una rapidaasta ai segnali induttivi.
(Cho EA et al, 1998).

Le cellule del mesenchima metanefrico non indottosspno essere
morfologicamente distinte da quelle circostantichéi sono piu strettamente
associate. Non € ancora stato stabilito se quéstdosuto agli alti livelli della

caderina 11.

29



1.5.3 EWSH

Il gene EWSH (0 EWS) ¢ stato per la prima voltantdizato nel Sarcoma di
Ewing, in cui & presente in una forma fusa comaitdre di trascrizione Fli-1
(Kim et al., 1999). La sua funzione nelle normalinZioni cellulari e il
meccanismo per cui le proteine di fusione portdlefarmazione di tumori non
e ancora completamente nota, ma la sua espressgulea aumentata nel
mesenchima metanefrico non indotto (Challen e28D4).

La proteina EWSH possiede un dominio di attivazidrescrizionale, una
regione omologa ad una subunita della RNA polimetag un motivo di
riconoscimento del’RNA presente in numerose pragdeganti 'RNA o il DNA
a singolo filamento. Possiede inoltre un dominiodiae viene fosforilato dalla
proteina chinasi C (PKC) ed interagisce con la cdlatina (CaM). Tale dominio
agisce come dominio regolatorio nelle proteine wolite nel legame alla CaM e
nella fosforilazione da parte della PKC. La fostmione di EWS da parte della
PKC ne inibisce il legame con I'RNA, e viceversalagame con I'RNA ne

impedisce la fosforilazione da parte della PKC (Ei).
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Fig. 1.9: Organizzazione schematica della struttura dethéepra EWS.

Sulla base delle sue caratteristiche strutturaBuppone che EWSH partecipi

alla trascrizione del’RNA e alla sintesi del’mRNmoltre e stata evidenziata la
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sua interazione con il fattore di trascrizione &aSeFIID, con alcune subunita
della RNA polimerasi Il e con alcuni fattori di sphg. Questo porta ad
ipotizzare che EWS agisca come molecola adattatdcelegame tra la
trascrizione genica e il processamento dellmRN#éteiagendo con L'RNA
polimerasi Il e i fattori di splicing (Araya et a2002).

Nello stesso studio risulta anche un’interazion&WISH con il co-attivatore
trascrizionale CBP e I'RNA Polimerasi Il ipofosflata. CBP potenzia lattivita
di numerose proteine leganti il DNA che agisconmeattivatori trascrizionali,
inclusi recettori nucleari e attivatori segnaleatigenti, attraverso la sua attivita
di istone acetil-transferasi e il reclutamento c@nplesso di trascrizione basale
dipendente dall’'RNA polimerasi Il o altri cofattpai promotori di geni target.
Di conseguenza queste interazioni suggerisconotdnziale coinvolgimento del
gene EWSH nell'attivazione della trascrizione ganiduttavia il fatto che
EWSH non abbia un sito di riconoscimento del DNAattivita di legame a
promotori di geni specifici porta a supporre che #¥Wpossa agire come co-
attivatore di fattori di trascrizione leganti il B\ CBP dipendenti.

EWSH risulta espresso in grasso, rene, cuore eld@rper cui si suppone che
sia coinvolto in vari eventi biologici interagendon altri recettori nucleari o

fattori di trascrizione CBP dipendenti.

1.5.4 RAR

| retinoidi, metaboliti biologicamente attivi delltamina A, svolgono un
ruolo molto importante nella nefrogenesi, cosi coeeo recettori (Mendelsohn
et al., 1999). Carenza di questa vitamina provaseer® malformazioni renali,
come lipoplasia renale, o nei casi piu gravi I'agsi renale, in cui manca il
dotto ureterico (Liebler et al., 2004). Ancimevitro i retinoidi hanno dimostrato
di modulare la morfogenesi renale, infatti studireni di ratto in coltura hanno
dimostrato l'abilitd di queste molecole di stim@ala gemmazione del dotto

ureterico e la formazione dei nefroni, e di detmanm® un aumento
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nell'espressione di-ret, un recettore tirosino-chinasico richiesto per kescita e
la gemmazione del dotto ureterico.

All'interno delle cellule sono presenti proteine gnado di legare i retinoidi
(CRABP) e di determinarne il destino direzionandadirso le rispettive vie
metaboliche. Il segnale viene trasdotto da fatotrascrizione appartenenti alle
famiglie del recettore dell'acido retinoico (RAR) del recettore retinoide X
(RXR). Gli eterodomeri RAR/RXR possono agire daetente legandosi ad
elementi enhancer localizzati nella regione regoiatdei geni responsivi ai
retinoidi, attivandone la trascrizione, o indiretente modulando altri fattori di

trascrizione (Fig. 1.10).
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Fig 1.10: Gli omodimeri RXR/RXR o gli eterodimeri RAR/RXR slegano
rispettivamente agli elementi enhancer RARE e RXRBfvando diverse vie
metaboliche.

Questi recettori svolgono un ruolo fondamentaleadte lo sviluppo renale,
infatti reni di topi mutanti RARB2-, in cui mancano RA#L, RARx2 e RAR32,
sono piccoli alla nascita e contengono un numedotio di nefroni e di
gemmazioni del dotto ureterico. In piu i mutantinoano della zona nefrogenica,
la regione corticale esterna dove vengono aggaorttinuamente nuovi nefroni

durante la prima settimana di vita.
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In reni embrionali sani, RAiRe RAR32 sono coespressi nelle cellule stromali,
ma non in altre tipologie di cellule renali, suggeio che questa tipologia
cellulare medi le funzioni dipendenti da retinaddirante lo sviluppo renale. Nei
mutanti RARiB2- a stadi embrionali precoci il differenziamentéaemorfologia
dei nefroni appare normale, ma la crescita e langarione del dotto ureterico
risulta alterata. Allo stesso tempo si osserva ud@wn-regolazione
dell’espressione di c-ret, che potrebbe esseraudgec delle malformazioni. La
somministrazione di retinoidi evita questo processmtenendo normali i livelli
di c-ret e suggerisce che i segnali indotti danaedli siano normalmente richiesti
per mantenere la sua espressione. La produzionoldicole importanti per il
mantenimento dell'espressione di c-ret da partee dmllule stromali puo agire
direttamente sul dotto ureterico, oppure sul mdsemr metanefrico che a sua
volta agisce sul dotto ureterico, regolando [I'espione di c-ret. | retinoidi
risultano quindi mediatori di vie di segnale detkdlule stromali richieste nello
sviluppo renale (Mendhelson et al., 1999).

Negli embrioni RARB2- lo stroma corticale situato alla periferia dehe
embrionale, € caratterizzato da una perdita delépolazione stromale
normalmente intercalata tra i nefroni, in piu, cogia detto, si ha un calo
dell’espressione di c-ret. Questo porta a dedune sia necessaria un’azione
combinata di RAR e RAR32 per indurre il mesenchima stromale a produrre i
segnali che regolano I'espressione di ret nell&dit del dotto ureterico. |
retinoidi, ed in particolare l'acido retinoico, mcbno l'espressione di ret
nell’estremita del dotto ureterico vicina allo str@ corticale, ma non
ectopicamente nel tronco del dotto ureterico, steggio che I'espressione di ret
sia controllata da segnali retinoidi-dipendenti doti dallo stroma corticale,
piuttosto che da un’azione diretta dell’acido reino stesso.

I modello standard di sviluppo renale implica proche interazioni tra
I'epitelio del dotto ureterico e il mesenchima mmetfico. Recenti studi
suggeriscono la presenza di un secondo loop remprche controlla la
morfogenesi della gemmazione ureterica e il patigrnstromale mediato

dall'acido retinoico e da ret (Fig. 1.11). In queshodello I'acido retinoico
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induce l'espressione di un segnale (gene X) sedatalie cellule stromali, che

induce I'espressione di ret nel dotto uretericg(BEL11, riquadro di sinistra).
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Fig. 1.11: L’acido retinoico e ret controllano un nuovo reoigo loop tra Il
mesenchima stromale e I'epitelio del dotto uretefimmagine di sinistra). Il segnale
indotto dall’acido retinoico induce I'espressiorieud gene X, il cui prodotto & secreto
dalle cellule stromali e agisce sulle cellule dgditelio del dotto ureterico inducendo
I'espressione di ret (freccia gialla). Nella recipa direzione, il segnale di Ret é
richiesto per generare segnali secreti dal dotaietico importanti per patterning il
mesenchima stromale, il differenziamento dei nefrenla gemmazione del dotto
ureterico (frecce grigie). Nel modello alternatimoostrato a destra, il mesenchima
metanefrico funziona da intermediario. Il signalohgl’acido retinoico induce il gene X
nelle cellule stromali; questo agisce prima su#dute del mesenchima metanefrico, e
poi quest’ultimo genera segnali che inducono rdteneellule del dotto ureterico
(freccia gialla).

Nel dotto ureterico la funzione di Ret e richieger la morfogenesi della
gemmazione e per generare segnali che controllanmatiern delle cellule
stromali. Visto che precedenti studi indicavano dhe ratti RARup2- |l
differenziamento dei nefroni era normale, e pobsilwhe I'acido retinoico
controlli I'espressione di Ret nel dotto uretericamite una via di segnale del
mesenchima metanefrico sconosciuta (Fig. 1.11 diqudi destra) (Batourina et
al., 2001).
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1.5.5 CD24

CD24 e una proteina altamente glicosilata, che gatée alla membrana
plasmatica attraverso un’ancora di glicosil-fosféiinositolo (GPI). E’ espressa
da vari tipi di cellule ematopoietiche ed epitelidl grado di glicosilazione é
variabile e dipende dalla tipologia cellulare. Metkllule B € espressa durante lo
sviluppo, ma viene persa allo stadio di plasmakelliNell’'epitelio umano
mammario e specifico per le cellule epiteliali maan® luminali, dove e
espressa sulla membrana apicale plasmatica. Lausagne non € ancora ben
caratterizzata nell'uomo, ma primi studi evidenmiazthe sia una molecola co-
stimolatoria per le cellule T CD4+ e che svolga mwolo nello sviluppo
linfocitario e nell’apoptosi delle cellule B essernidhplicata nella trasduzione del
segnale: nel topo il cross-linking di CD24 pu0 pogtad apoptosi, ma anche
aumentare i livelli intracellulari di calcio neinfiociti B maturi. Il solo ligando
noto per CD24 e la P-selectina.

Nell’embrione in via di sviluppo, libridizzazionen situ mostra che |l
trascritto di CD24 si trova nellectoderma primdiv nel mesoderma e
nell’endoderma.

Questa proteina € stata riscontrata nel cervelleiandi sviluppo, ma anche
nell'epitelio di altri tessuti non neuronali conmequello della mucosa intestinale,
nasale, nell’epitelio duttale della ghiandola saie; in quello bronchiale e
tubulare renale. E’ stata dimostrata la sua presealte cellule epiteliali del rene
fetale, in particolare a livello glomerulare e tldra, ma la sua espressione cala
gradualmente con la maturazione del nefrone (Hlattet al., 1983). Nello
sviluppo dei denti, dove €& necessaria una intenazimesenchimale-epiteliale
perché si formi un corretto epitelio, 'mRNA di CB2 specificamente indotto
nelle cellule mesenchimali differenzianti in oddmiesti nella papilla dentaria,
suggerendo un ruolo pilota di CD24 nel differenzamo cellulare in vivo.

Viene considerato un marker di staminalita, usato lp ricerca di cellule
staminali a livello renale (Taguchi et al., 199B)stato dimostrato infatti che un

subset di cellule parietali epiteliali CD24+ CD133elevate dalla capsula di
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Bowman, mostrano un potenziale di autorinnovameatain’alta efficienza di
clonazione. Le stesse cellule, iniettate in topiC3@ cui era stato indotto un
danno renale acuto, determinano una rigeneraziefle dtrutture tubulari di
differenti porzioni del nefrone, migliorando sigodtivamente la funzionalita

renale (Sagrinati et al., 2006).

1.5.6 Stearoyl-CoA Desaturase (SCD)

La Stearoyl-CoA Desaturase (SCD) e una proteiregmate di membrana del
reticolo endoplasmatico che catalizza uno stemrmtsintesi degli acidi grassi
monoinsaturi a partire dagli acidi grassi saturnilancio tra i due influisce sulle
proprieta fisiche delle membrane. La regolazionglidacidi grassi insaturi e
importante perché giocano un ruolo nellattivitdlare, nel metabolismo e
negli eventi che controllano la trascrizione genmal differenziamento e nella
crescita cellulare. La reazione catalizzata dai® ® di tipo ossidativo e avviene
in presenza di NADPH-Citocromo b5 reduttasi e ¢bowo b5. La sua funzione é
quella di trasformare il palmitoil- e lo stearoyb& in palmitoleoyl- e oleoyl-
CoA. L’acido palmitoleico e oleico sono i maggicostituenti dei fosfolipidi di
membrana. La percentuale tra acido stearico e ml&cuno dei fattori
maggiormente influenzanti la fluidita di membranalterazioni di questa
percentuale portano a malattie come diabete, cawtresita, ipertensione e a
disturbi neurologici, vascolari e cardiaci (Ntansbial., 1995).

Questo enzima aumenta drammaticamente nel diffen@mento adipocitario.
L’aggiunta di acido retinoico in vitro, in concomitza con agenti differenzianti,
inibisce il differenziamento adipocitario e reprirf@e trascrizione del gene per
SCD.
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1.6 Vasculogenesi

1.6.1 Vasculogenesi e angiogenesi

Nelluomo e negli organismi superiori il sistemarcolatorio e linfatico
vengono originati tramite due distinti processi: Vasculogenesi, cioé la
formazione ex-novo di un vaso, e I'angiogenesie daformazione di un nuovo
vaso a partire dalla biforcazione di un capillaregsistente.

La vasculogenesi avviene durante i primi stadi diuppo embrionale:
attraverso vari passaggi, cellule del mesodermaanspico embrionale
differenziano in cellule endoteliali che formanopdri passo con gli organi che
si stanno sviluppando, delle piccole reti capilfamitive; in seguito, il processo
angiogenetico rimodella e completa questi abboriltalli primitivi e si forma
in questo modo la vascolatura completa (Gilbert.,S.EF000, cap.15).
Nell’'organismo completamente formato I'angioger&Bunico processo che puo
supplire a necessita riparative del sistema cairgwatorio, come per esempio la
ricapillarizzazione del tessuto endometriale dwgaitt ciclo mestruale nella
donna.

| due processi sono regolati dal fine bilanciameditdattori stimolatori e
inibitori; eventuali alterazioni di questo equilibr nel’embrione possono
comprometterne lo sviluppo e la nascita. Nellaglullo squilibrio del
meccanismo di angiogenesi € la porta d'accessce deletastasi a tutto
I'organismo.

Per quanto riguarda la terapia cellulare in pazm danni al tessuto renale,
e importante non solo tentare di riparare il tessténneggiato con cellule
compatibili all'integrazione nel rene danneggiat@ anche quello endoteliale, in
modo da garantire fattori nutrienti, ossigeno, mae dei metaboliti di scarto e
prevenire cosi danni da stress ischemico. In quasttesto entrano in gioco la
vasculogenesi e l'angiogenesi. E’ probabile infatte proprio la capacita di

potenziamento del processo neo-angiogenetico ddMSC giochi un ruolo
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importante nell’effetto terapeutico che le cellutepiantate mostrano avere

sull'uomo (Kinnaird et al. 2004)

1.6.2 Vascular endothelial growth factor (VEGF)

Il VEGF e uno dei fattori piu importanti tra quetihe regolano la formazione
dei vasi nel’embrione e I'omeostasi degli stessil'adulto; infatti interagisce
con cellule emopoietiche, endoteliali e con i lprecursori. (Cébe-Suarez S. et
al., 2006).

Con il termine VEGF si intende una famiglia di ¢aittdi crescita composta da
omodimeri di glicoproteine collegate da un ponwoturo. Nei mammiferi sono
state identificate cinque forme: VEGF-A,-B,-C,-DRGF. Ognuna di queste
forme e soggetta a splicing alternativo e puo dagd a isoforme con proprieta
di segnalazione differente. Nei mammiferi VEGF-B, e PIGF sono importanti
per la formazione di vasi sanguigni, mentre VEGE-ED per la formazione di
vasi linfatici.

VEGF é espresso in risposta ad ipossia ed a falt@nescita e differenziativi
da parte di molti tipi cellulari, in particolar modda cellule emopoietiche,
stromali ed endoteliali. Il piu studiato e il pinportante per quel che riguarda lo
sviluppo vascolare € il VEGF-A; studi condotti spitknockout per questo gene
hanno messo in evidenza che gli animali non soprame a causa di problemi
nella formazione dei vasi sanguigni (Carmeliet Pale 1996). Agisce anche
come agente vasculogenetico, determinando il @ffaamento di cellule
staminali mesenchimali umane in cellule con cargtiche fenotipiche e
funzionali paragonabili a quelle endoteliali (Ostvat al., 2004).

I VEGF-A, oltre a indurre la proliferazione deltidotelio, svolge altre
funzioni importanti: promuove la migrazione celida inibisce I'apoptosi e
induce la permeabilizzazione dei vasi. Essendoioata in diversi processi la
sua produzione e indotta mediante risposta a mualtsgimoli: fattori di crescita,
citochine, gonadotropine, ossido nitrico, ipossippglicemia e mutazioni

oncogeniche.
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Oltre ad avere un ruolo chiave nella formaziongatii, il VEGF é un fattore
importante anche nello sviluppo e nellomeostasnditi organi quali 'apparato
respiratorio, scheletrico, il sistema emopoieticgnale, nervoso e riproduttivo
(Tjwa M. et al., 2003).

1.6.3 VEGFR: i recettori del VEGF

I VEGF si lega a tre recettori tirosina chinas{(&®TK, receptor tyrosine
kinase$ legati alla famiglia dei recettori di Fms, KitRDGF (fattore di crescita
delle piastrine):
 VEGFR1 o FIt-1 Ems-like tyrosine kinase)}l
« VEGFR2 o KDR kinase insert domain recep)orin molti lavori € anche

indicato come KDR/FIk-1, dove Flk-1 € il corrisp@mie murino del KDR

umano e ha un’omologia pari all'85% di quest'ultifiddatthews W. et al.,

1991);
 VEGFR3 o Flt-4 Ems-like tyrosine kinase}4

Sono composti da un dominio extracellulare cheieantsette (sei nel caso di
Flt-4) strutture immunoglobulino-simili Ig-like domainy un dominio
trasmembrana, un dominio regolatorio, prossimat interno della membrana
plasmatica, e un dominio tirosin-chinasico intradate, interrotto da un corto
peptide kinase insert doma)n seguito da una sequenza che contiene diversi
residui di tirosina che fungono da aggancio ai mggsri intracellulari.

Nei tre recettori i domini immunoglobulino-simiixtracellulari sono molto
importanti per il loro funzionamento. Il primo, Ig regola il legame col ligando,
Ig 2 e 3 sono i domini di legame del VEGF ad affinga e Ig 4 € coinvolto
nella dimerizzazione del recettore (Shinkai A.lgtk098).

Le modalita di azione di questi recettori sono udipiche dei recettori
tirosina chinasici: il VEGF, che & una proteina €éiioa, si lega al recettore che a
sua volta dimerizza formando omodimeri od eterodiridt-1/KDR e KDR/FIt-

4) in seguito ad un cambiamento conformazionale de&rto dominio
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immunoglobulinico. Si innesca cosi una cascata diifitazioni strutturali che
attivano il dominio chinasico intracellulare.

Si autofosforilano sia le tirosine regolatorie dellunzione chinasica, sia le
tirosine che hanno funzione segnalatoria, che senda sito di aggancio per
proteine che possiedono un dominio SH2 (dominio 2ologo a Src,Src
homology 2 (Fig. 1.12), oppure un sito di legame PTphdsphotyrosine-
binding).
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Fig. 1.12: Associazione di molecole segnale contenenti un danbH2 a recettori
proteina tirosina chinasi.

Tra le proteine con domini SH2 troviamo Grb2 chramite la proteina di
aggancio Sos, lega Ras, una switch protein convitatti GTPasica,
promuovendone l'attivazione. Ras fa partire la atsalel segnale delle MAP
chinasi (nitogen activating protein kinageattivando la proteina Raf (Fig. 1.13)
che a sua volta attiva la proteina MEKIAP and ERK kinagefosforilandola.
MEK fosforila e attiva le MAP chinasi, che dimer#mo ed entrano nel nucleo

cellulare dove regolano fattori di trascrizioneg(FL.14).
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Fig. 1.13:Attivazione di Ras a valle dei recettori proteimadina chinasi.
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Fig. 1.14:Attivazione della cascata delle MAP chinasi.

Sempre tramite il dominio SH2, pud essere attiMatavia dei fosfatidil
inositoli, con il legame delle proteine PI-3 chindssfatidilinositolo-3 chinasi) e
PLCy (fosfolipasi @), responsabile della formazione dei secondi megsag
cellulari IP; (inositolo 1,4,5-trifosfato) e DAG (1,2-diacilglicao) (Fig. 1.15).
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Fig. 1.15:Azione della PL@ e formazione dei secondi messaggeri DAG e IP3.

L’azione di VEGF e recettori & modulata da unaesdrimolecole corecettrici:
eparina/eparan solfato e proteine della famiglikedeeuropiline interagiscono
con tutte le isoforme di VEGF-A che contengonodies sette o il sei e il sette.
L’eparina/eparan solfato interagisce direttamenteha con i recettori. Le
neuropiline sono proteine trasmembrana, con un @rapettro di espressione,
coinvolte nel direzionamento assonico e partecipaab complesso
VEGF/VEGFR. Le Neuropilina-1 e -2 interagiscono paivamente con
VEGFR-2 e -1, stimolando il segnale di questi recetPiu in particolare, la
neuropilina-1 agisce nelle arterie e nelle celldadoteliali, mentre la
neuropilina-2 e agisce nelle vene e nei vasi liofat

Tra i corecettori sono annoverate anche le integdella famigliaf3; che si
legano al dominio extracellulare di KDR e aumentBattivazione del recettore
sotto la stimolazione del VEGF. Studi su topi krmakper le integringss o 35
hanno evidenziato un aumento dell’attivita di KDRaevascolarizzazione di
tumore. L’azione delle integrine sembra essere djuuolta a prevenire una
stimolazione incontrollata di cellule endoteliali condizioni non patologiche
oppure di facilitare 'angiogenesi durante la rggaone dei vasi nelle malattie
(Shibuya et al. 2006).
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Le caderine, molecole di adesione cellulare coievaiella formazione di
giunzioni aderenti in cellule endoteliali ed epa®) hanno un ruolo essenziale
nella segnalazione mediata da VEGF.

Flt-1 € il bersaglio di VEGF-A, VEGF-F e, in modasctusivo, di PIGF e
VEGF-B; la sua funzione principale € quella di dege la morfogenesi dei vasi
sanguigni. Durante I'embriogenesi € necessarialpermale sviluppo dei vasi
sanguigni, dove svolge un ruolo regolatorio negatiello sviluppo vascolare
catturando VEGF-A e impedendone il legame a KDR.

FIt-1 & coinvolto anche nella migrazione celluldrattivita chinasica di Flt-1
e richiesta per la migrazione stimolata da VEGFcellule emopoietiche e
nell'infiltrazione in tumori da parte di monocitireacrofagi.

Flt-4, bersaglio di VEGF-C e -D, & un importantegaiatore della
linfoangiogenesi. Questo recettore e cruciale per sviluppo vascolare
dellembrione, infatti I'inattivazione del gene che codifica causa la morte
dell’embrione di topo al giorno E9.5 a causa dirnmodellamento anormale del
plesso primario vascolare. Si ritiene che la ctasdi vasi linfatici sia
riconducibile all'azione di VEGF-C con Flt-4 e ck&EGFR3 cooperi con KDR
nello sviluppo dei medesimi.

Un discorso a parte merita KDR poiché é il markargyecoce dello sviluppo
endoteliale della cellula ed & considerato il rercet piu importante nella

segnalazione angiogenica.

1.6.4 KDR

KDR e un recettore espresso in cellule emopoieticherali e della retina.

Viene legato da VEGF-A, -C, -D, -F e, in modo esola, da VEGF-E.

Il recettore € attivato dall’autofosforilazione sliariate tirosine che determinano
I'attivazione di diverse vie di segnale intracediid. La fosforilazione della
tirosina 1175, ad esempio, svolge un ruolo impdetarell'attivazione di molte
vie mediate dalla PLC (fosfolipasi) di tipyel.

Le funzioni di KDR sono molteplici:
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« promuove I'angiogenesi e la vasculogenesi

Esperimentiin vivo si topi hanno dimostrato che mutazioni a livellella
tirosina 1175 portano alla morte in utero a caushfeltti vascolari simili a quelli
riscontrati in topi privi del recettore KDR. Indadtruno studio di mutagenesi ha
identificato la tirosina 1008 come un sito addialencoinvolto nell’attivazione
di PLCy-1, che promuove la tubulogenesi e il differenziatoedelle cellule
endoteliali, ma non la proliferazione.
e promuove la mitogenesi

KDR, come tutti i recettori tirosino-chinasici, ia# la classica cascata
chinasica Ras-dipendente che sfocia nell’attivazidnMAP chinasi come ERK1
e 2 ma, secondo Ogawa S. e collaboratori (1998prlaazione di Ras-GTP e
modesta dopo stimolazione di questo recettore.dséofilazione della tirosina
1175 porta all'attivazione di PYEl con conseguente formazione di BPDAG
che determinano il rilascio di €aintracellulare e la stimolazione della PKC
(proteina chinasi C). Inoltre questa via, attrasdesPK@3, stimola la cascata c-
rafF>MEK->MAP chinasi e la sintesi di DNA (Fig.l.9). A ripravdi questo, il
trattamento con inibitori della PKC blocca i segnahitogeni. Analisi
mutazionali hanno individuato le tirosine 801 e 31dome possibili siti di
legame della subunita p85 della PI3-chinasi. Quektaasi regola una via di
segnalazione (di cui fa parte la proteina chingd?BB, chiamata anche Akt) che
ha mostrato in molti tipi cellulari di stimolare ¢aescita cellulare. La PI13-chinasi
sembra anche coinvolta nella trasmissione dei $iegndogeni prodotti
dall'attivazione di KDR.
* regola la sopravvivenza cellulare

I'attivazione da parte di VEGF della PI3-chinasincconseguente azione di
Akt, protegge le cellule coltivate dall’'apoptosdatita dalla mancanza di siero.
Le giunzioni aderenti contengono un complesso catagpda KDR, P13-chinasi,
VE caderina (caderina vasculo-endotelial§)@tenina: la distruzione di questo
complesso per perdita o troncamento della VE cadenduce apoptosi delle
cellule endoteliali e blocca la trasmissione dgnsdi di sopravvivenza mediati
dalla PI3-chinasi (Carmeliet P. et al., 1999).
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Infine VEGF induce l'espressione di molecole aragiptiche come gli
inibitori delle caspasi Bcl-2 e Al.
* regola I'organizzazione del citoscheletro e la nagjone cellulare

L’inibizione dell’attivita di KDR tramite l'utilizo di anticorpi monoclonali
anti-KDR (Sato Y. Et al., 2000) blocca I'assemblagdj vinculina nelle placche
di adesione focale di cellule HUVEC. La fosforilaze della tirosina 951
permette il legame e la successiva fosforilazioakadproteina TSAd T cell
specific adapterche possiede un dominio SH2 ed uno PTB. TSAdso@a ad
Src regolando in questo modo I'organizzazione ddblee di stress di actina e le
risposte migratorie delle cellule endoteliali al GEA (Fig. 1.16).
'assemblaggio e il disassemblaggio delle adesfooali e I'organizzazione
dell'actina €& mediato anche da FAfOdal adhesion kinageche é attivata da
KDR. Nello specifico, l'attivazione di questa chsnacosi come della PI3-
chinasi, avviene sempre attraverso la fosforilaziatella tirosina 1175. Le
chinasi cosi attivate regolano la formazione diefidi stress, I'assemblaggio di

adesioni focali e la migrazione cellulare.

actin cytoskeleton

Q‘ @ migration

DNA synthesis cell survival

Fig. 1.16:Vie di segnalazione attivate da KDR.

45



* regola la permeabilita dei vasi

un aumento della permeabilita vascolare e riscbiiéra dopo
somministrazione di VEGF in concomitanza con lanfazione di organelli
vescicolari vacuolari e fenestrae, che sono regi@iia membrana plasmatica
delle cellule endoteliali altamente permeabili atlacromolecole. Si suggerisce
un coinvolgimento della famiglia delle chinasi Srella formazione di queste
strutture. Nei vasi maturi I'azione di VEGF portagperdita di giunzioni tra
cellule endoteliali permettendo cosi la formaziaheaperture transcellulari. In
risposta a VEGF vengono inoltre fosforilate le maggcomponenti delle
giunzioni serrate, aderenti e comunicanti come,gs@mpio, la VE caderina, la

B-catenina e la connessina 43 (Shibuya et al., 2006)

1.7 Nefrogenesi: molecole a logica differenziativa

~

II destino delle cellule staminali e fisiologicankendeterminato sia da
regolatori interni che dalllambiente extracellulard.’espansione e |l
differenziamento di queste cellule ex vivo e gelmeate controllata da
“cocktail” di fattori di crescita e molecole cheasducono segnali cellulari, o
tramite la manipolazione genetica. Ottenere tramspecifiche metodiche di
induzione di uno specifico differenziamento una glapione omogenea di
particolari tipi cellulari sarebbe essenziale nolo per i possibili usi terapeutici,
ma anche per chiarire i meccanismi molecolari akervengono nello sviluppo.

A guesto scopo si stanno sperimentando piccolecul@esintetiche e prodotti
naturali, che hanno fornito alcuni strumenti perdolare chimicamente i
complessi processi cellulari. | primi risultati witro si sono ottenuti dall’'uso di
piccole molecole in grado di attraversare la memdbreellulare come I'acido
ascorbico, la 5-azacitidina e I'acido retinoicoe dlanno dimostrato la possibilita
di indurre il differenziamento cardiaco in divetigi cellulari (cellule embrionali,

mesenchimali e neuronali).
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1.7.1 Nuove molecole a logica differenziativa: HB ldBR

Nuove molecole a logica differenziativa vengonoiogdagate dai ricercatori,
al fine di evidenziare il potenziale nella modificane dei programmi di
espressione genica indotta mediante segnali chiniicitilizzo di molecole
integrate ed esterne alla cellula e ad azionetdiretsinergica, offre cosi un
nuovo approccio nellingegneria tissutale e nedleapia cellulare rigenerativa,
permettendo cosi di evitare possibili azioni adjpg®@ correlate a metodiche
tradizionali quali il “gene transfer”. A tale scqpdentura et al. (2004), hanno
sviluppato monoesteri di acido ialuronico e butwried esteri misti dell'acido
ialuronico con l'acido butirrico e l'acido retin@ic(HBR), ideati in base alle
conoscenze acquisite sui meccanismi di segnalazighdare.

Chimicamente HBR € un glicoconiugato caratterizziddegami estere tra i
gruppi idrossilici dell'acido ialuronico e i grupparbossilici degli acidi butirrico
e retinoico; gli esteri misti dell’acido ialuronic@mno dei copolimeri random di
tre distinte unita dimeriche ripetitive (Fig. 1.174a prima unita (x) non é
esterificata, la seconda unita (y) e la terza (@osesterificate rispettivamente
con i residui butirrico (C3H7CO) e retinoico (C19H20).

/ \ / iﬁ \\ / . 197 \‘.
o - ‘ Na'0 /\\Q/ i ; ; |
k o Niac /X \ W W !y \ o o ° HAz /)Z -

Fig. 1.17:Formula chimica di HBR

Il grado di sostituzione (DS) € il numero dei grugpossilici esterificati per
ciascuna unita dimerica di acido ialuronico, mengesomma delle tre unita

dimeriche (n= x+y+z) rappresenta il numero tota#edunita disaccaridiche del
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polisaccaride. Il Dy € definito come il rapporto tra 'y ed n mentre 8gx e il

rapporto tra z ed n. La formula chimica di HB &tessa di quella riportata sopra,

ma in cui manca l'unita z.

1.7.2 Acido ialuronico

L’acido ialuronico e il principale costituente delinatrice extracellulare, in
cui la maggior parte dei tessuti differenzia; forméatti, soprattutto nei primi
stadi dello sviluppo, una matrice simile a un deraente idratato che fornisce
lo spazio e la plasticita richiesta per la rapidaliferazione delle cellule
embrionali.

E’ importante quindi, non solo per il mantenimed&le proprieta biofisiche e
omeostatiche dei tessuti, ma anche per la pari@ompa a diversi eventi
morfogenetici.

L’acido ialuronico (HA) e un glicosamminoglicano stiluito da unita
disaccaridiche ripetute di acido D-glucuronico e NExcetilglucosamina,
alternate con legami glicosidipi,4 ep1,3 (Fig. 1.18). Viene identificato anche
come ialuronato, poiché e preseitevivo come un polianione, e non nella sua
forma acida protonata.

L’acido ialuronico & un costituente della sostafmadamentale del tessuto
connettivo della pelle, il quale contiene il 63%adiqua, il 32% di collagene e
I'1% di acido ialuronico. E' contenuto in concenimai elevate nell'umor vitreo,
nel cordone ombelicale, nei liquidi delle articotad. Si presenta come una
sostanza amorfa, solubile in acqua, e regola itesario idrico della sostanza
intracellulare e la permeabilita del tessuto caomvet Funge da sostanza
cementante dei tessuti ai quali conferisce la digtasticita, ed € contenuto nel
collagene, nel quale ha la funzione di catturargattenere l'acqua. L’acido
ialuronico & anche presente nelle capsule di alStneiptococchi che sfruttano il
polisaccaride presente nell’ospite per non ess&endasciuti dal sistema
immunitario (Weigel 1998).
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Fig.1.18: Struttura chimica dello ialuronato.

Allo stato solido ha una configurazione ad elicanire in soluzione acquosa
assume una conformazione “random coil” che espongd la catena legami ad
idrogeno e ponti ad acqua e, ad intervalli regplsgguenze ripetute di residui
relativamente idrofobici (atomi di idrogeno asgiahe probabilmente mediano
le interazioni con le membrane cellulari e conret@ne idrofobiche (Hascall et
al. 1997).

L’enzima deputato alla sintesi endogena di acidreaico € I'acido
ialuronico sintasi (HAS), identificato per la primalta nello streptococco; tale
enzima € presente anche nei vertebrati in divesstorime, responsabili della
sintesi di acido ialuronico a diversi pesi molecglal numero di unita
disaccaridiche che costituiscono il polisaccaridé paggiungere le 10000 unita e
I 4 milioni di Dalton di peso molecolare. E’ statonostrato che catene di acido
laluronico a diversi pesi molecolari hanno ruolivetsi, e agiscono
differentemente nei processi di trasduzione dehaleg cellulare; la scoperta
quindi che diverse isoforme di HAS possono sintatie acido ialuronico con
diverse lunghezze medie, costituisce un ulteriorellb di regolazione della

fisiologia cellulare.
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1.7.3 Il recettore CD44

Il recettore di membrana dell'acido ialuronico € GD44, una proteina
transmembrana, monomerica, altamente glicosilat@ificata da un singolo gene
ma espressa come numerose isoforme dovute a gpditternativo.

La forma piu semplice e diffusa e chiamata formandard (CD44s) e
comprende una regione extracellulare, una transmasrala singola elica ed una
parte citoplasmatica (Fig. 1.19). La regione exlatare di CD44s e formata da
due domini: il dominio presunto responsabile dglalme dello ialuronato (link
module) e il dominio piu prossimo alla membrana phé avere diverse forme di
splicing. La regione citoplasmatica puo subire dodzioni su residui di serina e
contiene i motivi proteici di interazione con leof@ine del citoscheletro (come la
famiglia ERM e la famiglia delle ankirine) e pertgoziali interazioni con il

signaling intracellulare.
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Fig 1.19:a) Le isoforme del recettore CD44 dovute a spi@liernativo; b) La
struttura proteica del recettore in cui sono evzitge le diverse regioni.

Il fatto che il CD44 sia un recettore transmembratm un dominio

citoplasmatico esteso, suggerisce che il CD44 pogsaagire con la matrice
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(outside-in signalling) e possa modificarla in asf@a ad altri segnali
intracellulari (inside-out signalling).

Il legame dello ialuronato puo indurre il clustegridi piu recettori, ed essendo
il CD44 in collegamento con il citoscheletro sotémde, 'interazione HA-CD44
puod indurre cambiamenti nell'organizzazione, prarao il rilascio o |l
sequestro di una varieta di molecole coinvoltesighalling (catenine, Fak, Src,
p56, p185, Rho, PKC, IP3).

L’interazione dell’acido ialuronico con il CD44 garall’internalizzazione del
complesso, mediante invaginazione della membrana @p meccanismo
molecolare non ancora identificato, probabilmeirtals al classico meccanismo
di endocitosi, che porta alle formazione delle iasde rivestite di clatrina;
'endosoma formato viene indirizzato al compartihoefisosomiale grazie ai
motori molecolari associati al citoscheletro e dopo fusione tra le
endomembrane dei due compartimenti subcellulanasla degradazione finale

del contenuto vescicolare (Fig. 1.20) (Tammi e2801).
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Fig. 1.20:Internalizzazione e degradazione dello ialuronato

Il dominio extra cellulare della proteina puo legalelle metalloproteasi che

possono tagliare il legame che unisce il domingpomsabile del legame dello

51



ialuronato alla parte transmembrana, rendendolgpémdiente dalla cellula e
rimanendo unito ai suoi ligandi. Questo riduce tsgibilita dei CD44 rimasti
attaccati alla cellula, di trovare un ligando libea cui legarsi, diminuendo in
questo modo la quantita di segnali che il CD44tiatpuo trasmettere alla
cellula.

Nel corso degli anni sono state trovate nuove fumzidella proteina
(Wheately et al., 1993) ma la principale rimaneidgonoscimento dell'acido
ialuronico, componente della matrice extracellylamsducendo dei segnali
all'interno della cellula con conseguenze variahiliseconda della tipologia
cellulare.

Lo ialuronato e in grado di interagire con i prateellulari anche mediante
l'interazione con specifiche proteine (ialadering)e traslocano nel nucleo
intervenendo nella cascata di signaling della wlbedMAP chinasi (Zhang et al.
1998).

L’acido ialuronico € in grado, dunque, di interagaon i processi cellulari sia
mediante una via CD44 dipendente, sia medianteetazione con altri recettori
transmembrana o endocellulari; queste carattérestisanno anche portato i
ricercatori ad indagare le potenzialita di carriggll’acido ialuronico, per

veicolare altre molecole in modo specifico all’'imte della cellula.

1.7.4 1l butirrato

L’acido butirrico, un acido grasso naturale a cadidena presente nel colon
umano, € una molecola capace di modulare una gnagta di processi cellulari
fondamentali; appartiene alla classe degli inibitdell'istone deacetilasi
(HDACI), potenti induttori dell'arresto della cresc cellulare, del
differenziamento e dell'apoptosi in cellule traghate (Coradini et al. 1997).

I meccanismo d’azione di queste molecole € basalla capacita di inibire
I'attivita di enzimi iston deacetilasi (HDAC) chegagono un’attivita antagonista

rispetto agli enzimi iston acetiltrasferasi (HAT)irsieme sono coinvolti nella
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regolazione dell’espressione genica modulando aldgrdi acetilazione degli
istoni.

Gli istoni sono una famiglia di proteine basichel(HH2A, H2B, H3, H4)
presenti in tutti i nuclei eucarioti in cui costgaono uno degli elementi primari
di organizzazione strutturale della cromatina;nqcie tipi di proteine istoniche
sono ricchi di amminoacidi basici carichi positivamte, che interagiscono con i
gruppi fosfato del DNA, carichi negativamente. Tgtt istoni che compongono
il core proteico di un nucleosoma (un livello stuudle di ordine superiore del
DNA, organizzato dagli istoni) contengono una segaeammino-terminale
flessibile, costituita da 20-40 residui amminoaaidche si estendono dai loro

domini globulari (Fig. 1.21).
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Fig.1.21:Livelli di organizzazione del DNA nucleare

Tali terminazioni possiedono diversi residui dirle carichi positivamente,
alcuni dei quali interagiscono con i gruppi fosfatello stesso nucleosoma,

mentre altri possono interagire con il DNA interfosa i singoli nucleosomi o

53



con i nucleosomi vicini. Questi residui di lisin@n® sottoposti a reazioni
reversibili di acetilazione e deacetilazione; nétlana acetilata la carica positiva
del gruppo amminico di un residuo di lisina € neligzato e viene pertanto
eliminata la sua interazione con un gruppo fosfib DNA. Di conseguenza
maggiore € il grado di acetilazione delle terminaziamminiche degli istoni,
minore € la probabilita che la cromatina assuma agrdormazione strutturale
pil condensata. | geni trascrizionalmente inatsiono in genere localizzati in
zone della cromatina piu compatta (eterocromatimagjuesto contesto, dunque,
il livello di organizzazione strutturale della cratima (condensata—decondensata)
costituisce un importante livello di regolazionelegena dell’espressione genica
che puo essere modulato, ad esempio, mediantdizPoti di sostanze che
inibiscono l'attivita delle HDAC.

Il sodio butirrato (NaB) € l'unico inibitore delldDAC approvato per l'uso
clinico e in particolare come agente antineoplasticmeccanismo terapeutico
con cui agisce il butirrato € proprio basato suidizione delle HDAC che
risulta in una riattivazione dell’espressione dimauwosi geni, inclusi quelli
responsabili del controllo della crescita e defedénziamento cellulare (terapia
differenziante) (Marks et al. 2001).

A causa del suo rapido metabolismo cellulare (besa&vita) il sodio butirrato
deve essere utilizzato ad alte concentrazioni eypestojn vivo, non costituisce
un agente farmacologico ideale.

Nello studio di Coradini et al. (2004) si e valatan vitro ein vivo, I'efficacia
come agente antitumorale di un estere dell’acitloroaico con acido butirrico
(HB) nel trattamento del carcinoma epatocellulare;questi studi e stato
possibile dimostrarén vitro che HB ha un’efficacia pari a 10 volte quella di
NaB, suggerendo quindi che l'uso dell’acido ialucon come carrier puo
significativamente aumentare [l'attivita biologicel doutirrato senza apparenti
effetti negativi dovuti, ad esempio, alle grandndnsioni della molecola (HB);
gli stessi studi hanno confermatovivo, su modelli murini, che HB determina
un’efficace inibizione della formazione di metastapatiche (Coradini et al.
2004).
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Ulteriori studi sull'effetto del sodio butirrato swellule di carcinoma
embrionale murino hanno inoltre dimostrato cheoépetilazione degli istoni
induce I'attivazione del'eterodimero RAR/RXR promwendo i processi di
differenziamento cellulare (McCue et al. 2005).

La logica molecolare che giustifica il ruolo deltioiato in HBR consiste nella
possibilita, attraverso il doppio estere, di startdtle potenzialita biologiche del
butirrato (decompattante cromatinico) a concenbrazpiu basse, aumentando

cosi I'efficienza con cui I'acido retinoico puo egjicome agente differenziante.

1.7.5 Lacido retinoico

| retinoidi sono un gruppo di composti sintetici r&turali che sono
strutturalmente correlati al retinolo (vitamina Ajpa sostanza necessaria nella
dieta dei vertebrati, e all’acido retinoico (RAnaudei derivati biologicamente
attivi piu importante del retinolo. Evidenze spegimali indicano che i retinoidi
funzionano come importanti molecole segnale peed¢mwlazione dei processi di
crescita e differenziamento cellulare, sia durabfgeenbriogenesi che negli
organismi adulti (Summerbell et al. 1990).

Molti degli effetti biologici cellulari dei retin@ii sono mediati da recettori
appartenenti alla famiglia dei recettori ormonalersidei. Questi recettori
agiscono come fattori di trascrizione ligando-infiice possono aumentare la
trascrizione di specifici geni legandosi a sequate@ominate RAREs (Retinoic
Acid-Response Elements). Le isoforme dei receR&R, o, p ey si legano sia
all'acido trans-retinoico (All-Trans-RA, ATRA) chall'isoforma strutturale 9-
cis-retinoica, mentre i recettori RXR (isoformep e y) legano efficientemente
solo I'acido 9-cis-retinoico (Levin et al. 1992).

RXR forma eterodimeri con altri recettori nucleadme RAR, il recettore
della vitamina D (VDR) e il recettore per I'ormonmideo (TR) che si vanno a
legare al solco maggiore del DNA agli elementi RARE

La regolazione retinoide dei processi di differamzénto in numerosi tipi

cellulari include la capacita di queste molecolgnsde di alterare I'espressione
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di un gran numero di geni differenti; € stato ogaty, ad esempio, che in un
modello di differenziamento di cellule staminaliridate da teratocarcinoma
murino, I'acido retinoico determina profondi e ipcambiamenti dei livelli di
MRNA di numerosi geni, che avvengono da poche ore & 1-2 giorni dal
trattamento con molecole retinoidi. Molti di quesimbiamenti nel profilo di
espressione genica sono degli effetti primari deiteaiti direttamente dal legame
dei recettori retinoidi alle sequenze RARE dei gémicui espressione e
modificata da RA. Successivamente a questi effgtimari, RA influenza
I'espressione di altri importanti geni, come, adrapio, quelli che codificano per
glicoproteine coinvolte nella produzione di matreodracellulare, proteasi come
la tPA (tissutal Plasminogen Activator), proteireg fllamenti intermedi come la
cheratina e ancora geni per diversi fattori discita e per i loro recettori; la
maggior parte di questi effetti comunque sono seaone non coinvolgono
direttamente il legame di un recettore retinoide wedh sequenza RARE; &
plausibile che 1 rapidi cambiamenti di espressiafienumerosi fattori di
trascrizione causati da RA (effetti primari) siaadtici perche il processo di

differenziamento cellulare possa procedere (Gutlak £994).

1.7.6 HBR

L’azione integrata dei costituenti di HBR suggesisdunque la logica
differenziativa con cui questa molecola agiscecitla retinoico esplica la sua
azione come differenziante a livello nucleare, aipo dall’azione
decompattante sulla cromatina del butirrato; instueontesto I'acido ialuronico
funge da carrier per l'internalizzazione della ncola e per la sua veicolazione a
livello nucleare grazie alle modificazioni citostdteiche. L’utilizzo dello
ilaluronato per il trasporto della molecola all'imie della cellula fornisce un
sistema di delivery biocompatibile e a bassa tdasie un uptake selettivo che

permette il targeting degli acidi butirrico e refico.
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Scopo della tesi

Negli ultimi anni la caratterizzazione di varie dipgie di cellule staminali
umane ha fornito dei risultati entusiasmanti, paleenuove frontiere nel campo
della medicina rigenerativa. La possibilita di usuk clinicamente e
sperimentalmente di cellule staminali mesenchimadane provenienti da tessuti
adulti ha permesso di superare le questioni ditiemeaetico relative all’'uso di
cellule staminali embrionali, aprendo nuove poditdbinell'ideazione di
protocolli clinici in terapia cellulare.

Il trapianto di cellule staminali per il riparo delanno renale, costituisce
quindi un nuovo potenziale terapeutico per la clelée patologie del rene.

In questo ambito si muove lo studio e la carattazone della fonte
mesenchimale individuata nei tessuti degli annegsbrionali e in particolare
nella membrana fetale di placenta a termine normaten destinata
all’eliminazione.

Obiettivi di questo studio sono, quindi:

* evidenziare che il fenotipo di cellule mesenchimsablate da membrana
fetale (FM-hMSC) sia analogo a quello delle cellalesenchimali isolate
da midollo osseo

« appurare che le FM-hMSC siano in grado di dare imgigai tre
differenziamenti classici: condrogenico, adipogenied osteogenico, in
modo da dimostrarne I'effettiva mesenchimalita

« verificare la capacita di nuove molecole a logigHetenziativa (esteri
dell’acido ialuronico con butirrico e retinoico) dorzare il processo di
differenziamento nefrogenico ed endoteliale. Quesignificherebbe
modulare l'andamento della nefrogenesi e il ripagell’'endotelio
danneggiato, senza dover ricorrere a metodichgehée transfer”, evitando
quindi di perturbare I'omeostasi cellulare conrkstiuzione di vettori virali
o con molecole estranee all'organismo. La posibilili manipolare

chimicamente la programmazione genetica della gefresi in cellule
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staminali, porrebbe le basi per nuovi approcci meftudio della
ricostruzione tissutale e della rigenerazione nal

Il razionale alla base della sintesi delle molecsigtetiche che sono state
utilizzate si basa su molteplici considerazioniaditlo ialuronico e il principale
costituente della matrice extracellulare, in cui neggior parte dei tessuti
differenzia, quindi 'innovazione dell’'uso dellolimonato consiste sia nel fornire
un sistema di delivery biocompatibile e a basssitda, sia nell'uptake selettivo
che permette il targeting dell’acido butirrico d detinoico, il tutto con l'utilizzo
di molecole endogene, quindi tollerate dall’orgamos

Il butirrato, essendo un inibitore delle iston-detdasi, genera una
iperacetilazione che neutralizza la carica deghnise genera una conformazione
del DNA piu aperta, determinando una maggiore ado#ita dei fattori di
trascrizione ai siti regolatori target e promuovergglindi un differenziamento
cellulare.

Per quanto riguarda I'acido retinoico, risulta iopto nello sviluppo
nefrogenico; e infatti noto che la delezione daietori RAR porta ad una
alterazione delle cellule del mesenchima stromaldela crescita del dotto
ureterico.

Il raggiungimento di risultati positivi aprirebba ktrada alla possibilita di
utilizzare nuove fonti allogeniche, con future gretive di applicazioni cliniche

nella terapia cellulare del danno renale.
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Materiali e Metodi

3.1 Isolamento di hMSC da membrana fetale

Le cellule staminali mesenchimali utilizzate denwada placente a termine di
madri donatrici sane operate con sezione cesaigyldcenta integra viene
rapidamente trasferita in laboratorio, lavata coBSIS (Hanks' balanced salt
solution, Sigma) contenente penicillina e streptomai (200 U/ml penicillina,
200mg/ml streptomicina, Sigma) per la rimozionsaligue ed eventuali detriti e
sottoposta immediatamente al trattamento per &meanto delle cellule
mesenchimali (fig. 2.1).

La membrana aminiotica viene separata meccanicaneat corion e
sminuzzata con forbici chirurgiche; | frammenti rgagi di membrana ottenuti
vengono sminuzzati e sottoposti a digestione ertmmaon una soluzione di
tripsina-EDTA (Sigma) allo 0,25%. Successivamentesavranatante viene
eliminato e il tessuto residuo viene sottopostouad seconda digestione con
tripsina-EDTA allo 0,25%, 10 U/ml di DNAsel (Invdgen) e una soluzione di
collagenasi allo 0,1% in DMEM (Dulbecco’s modifiedgle’s medium — Sigma-
Aldrich Co.). | frammenti, in sospensione enzimatigengono successivamente
pipettati vigorosamente per 5 minuti, evitando dmnfazione di schiuma; la
sospensione viene lasciata a riposo per 5 mind°&, in modo che i frammenti
piu grandi si depositino sul fondo per gravita.

Il sovranatante ottenuto viene trasferito in unavauprovetta, neutralizzato
con siero fetale bovino (FBS—Calbiochem) e cergato a 1500 rpm per 10
minuti. Il pellet cellulare viene risospeso in 5 dilmezzo di coltura contenente
DMEM, FBS al 20%, penicillina (10U/ml) e streptomia (100mg/ml). Le
cellule vengono seminate in fiasche da 23 entasciate in coltura a 37°C al 5%
di CO..
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3.2 Espansione delle hMSC isolate da membrana fegal

La coltura primaria viene controllata per alcurorgi al microscopio ottico e
quando raggiunge un livello di confluenza del 9@6¢llule vengono recuperate
ed espanse.

Il seguente protocollo descrive la metodica petcatee ed espandenre vitro
le cellule da fiasche di coltura di 758(T75) al 90% di confluenza circa:

« Eliminare il terreno dalla fiasca di coltura e fateneno 2 lavaggi con 5ml di
PBS.

* Aggiungere 2,5ml di Tripsina (Biowhittaker) 0.08% PBS e incubare a
37°C per 2’ e 30".

* Aggiungere 2,5ml di terreno completo e trasfer@radspensione cellulare in
una Falcon da 15ml

* Se necessario raccogliere le cellule residue fedtan lavando con PBS.

* Centrifugare a 1000g x 5min g T

* Risospendere in 1ml di terreno di coltura e contacellule.
Per laconta cellulare, viene usata la camera di Burker:

* Preparare in una provetta 40ul di Tripan blue (Sigdiluito 1:9 con PBS, e
10ul sospensione cellulare

* Risospendere accuratamente, prelevare 10ul di ssigpe e riempire la
camera Burker.

» Contare le cellule im quadranti delimitati dalla tripla riga.

Il numero di cellule totali si ottiene medianteskeguente formula:

numero di cellule/ml = media di n quadrasittore di diluizione della camera
(10000Xxdiluizione in Tripan
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Il passaggio nelle nuove fiasche viene fatto convoiume di semina
dipendente dal fattore di diluizione con cui si Mago seminare le cellule.

« Mettere in ogni fiasca da 75ér2ml di medium meno il volume in cui
sono state risospese le cellule (ad esempio O.Smpyrtare il tipo
cellulare, la data e il numero del passaggio.

« Seminare la sospensione di cellule nelle nuoveclimse agitare
delicatamente con movimenti orizzontali in modo disperdere

omogeneamente le cellule; incubare a 37°C ¢ &6%.

Con questo protocollo e stato possibile effettdare a 15 passaggi, dopodiche

le cellule cominciano a presentare i primi segrsatiescenza.

3.3 Citometria a flusso

S\

L’analisi citofluorimetrica €& una tecnica che pet@e di misurare
caratteristiche chimiche e fisiche delle cellulgper estensione, di altre particelle
biologiche.

Tale metodica consente l'analisi automatica di eoesipni cellulari
monodisperse e si basa sulla misurazione di alcaragteristiche della cellula, in
rapporto alle sue dimensioni, alla sua architetioterna ed alla presenza in essa
di uno o piu marcatori fluorescenti, identificatiediante utilizzo di anticorpi
coniugati con fluorocromi.

Consente la misurazione di una serie di parameimec la dimensione
cellulare, la granularita, il contenuto di pigmenti DNA, di RNA,
I'organizzazione del citoscheletro, il potenziale dembrana, i recettori di
superficie ed intracellulari, le attivita enzimduéco la fosforilazione di proteine.

Molte molecole a significato antigenico o recetitwi sulla membrana, nel
citoplasma o nel nucleo possono essere identificate ligandi fluorescenti o
anticorpi marcati con fluorocromi. Altre sostanzmyme il DNA, I'RNA e

organelli cellulari, possono essere direttamenterab con fluorocromi che si
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legano stechiometricamente ad essi. |l vantaggisiste nella possibilita di
analizzare piu parametri contemporaneamente, iazimle al numero di
fluorocromi utilizzati per ogni analisi.

Il campione da analizzare, costituito da una sosipee cellulare, viene
convogliato da un sistema fluidico di trasportoofial punto in cui avviene la
misurazione, cioe nella camera di flusso. Qui im@run fascio luminoso
focalizzato di alcune decine di micron; quandadgio di luce intercetta il flusso
cellulare (stream), il suo incontro con ogni siregakllula genera dei segnali
(Fig. 3.1).

+

)\

Fig. 3.1: Rappresentazione del punto in cui il laser intéade cellule.

Questi sono legati alle caratteristiche fisiche ladgbarticella (diametro,
rapporto nucleo/citoplasma, granularita interngjosita di membrana), e alla
presenza di molecole fluorescenti localizzate wedii siti. Una volta emessi, i
segnali sono raccolti da un sistema di lenti, spiedicroici e filtri ottici, e inviati
ai rispettivi sensori (fotodiodi e fotomoltiplicarche ne misurano l'intensita.
Questi segnali elettrici (analogici) provenienti agni sensore, opportunamente
amplificati, digitalizzati e associati tra loro, rep inviati a un computer che

provvede alla presentazione dei medesimi e aladefinizione statistica.
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A livello della camera di flusso si realizzano aleucondizioni idrodinamiche
necessarie per la misurazione, come la focalizmazidrodinamica, che consiste
nel fare in modo che le cellule attraversino il foudi intersezione con il laser
mantenendo un flusso a singola fila, che viene gtodntroducendo il campione
(core flow) contenente le cellule, in tubo piu gtann cui sta scorrendo un fluido
privo di cellule, lo “sheath fluid”, (generalmenBS o altro tampone) che
mantiene il campione lungo I'asse ideale di flus@oijl regime fluidico e di tipo

laminare, si creano due flussi coassiali.

sheath flow sheath flow

sample flow
\ J

laser beams

Fig. 3.2: Focalizzazione idrodinamica: i due flussi sonossiali

Agendo sul sistema pneumatico di trasporto cherclmtla differenza di
pressione tra core flow e sheath fluid si regoladicita di efflusso delle cellule
(flow rate), normalmente valutata in numero di “etveal secondo, cioeé humero
di “particelle’che hanno incontrato lo spot luminosell’'unita di tempo. E’
logico pertanto evitare la formazione di aggredagrosse dimensioni.

Al centro della camera di flusso le cellule incamty uno o piu laser
provenienti da una sorgente di eccitazione (disadini Argon). Il punto in cui
le cellule sono colpite dalla luce viene definitbservation point e in questo
punto le direzioni del flusso,del laser e del sisedi raccolta della fluorescenza

sono perpendicolari. L’assemblaggio meccanico dessere mantenuto rigido,
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poiché se vibra o slitta, le cellule non sarannipiteo sempre dal punto centrale
del raggio, e le lenti di raccolta della luce noimemanno esattamente alle cellule.
Per far questo occorre mantenere il flusso lamjnardar corrispondere le
velocita relative del core e dello sheat fluid, gh& altrimenti le cellule si
porteranno sui lati del tubo o usciranno dalla zdnaluminazione uniforme.
Occorre anche mantenere la velocita delle cellliilatarno del sistema costante
poiché se le loro velocita sono diverse, saranposts alla regione illuminata
per tempi diversi; di conseguenza saranno espodieesse quantita di luce, ed
emetteranno o diffonderanno segnali luminosi diveasloro.

Una cellula colpita emette innanzitutto segnalatiel alle sue caratteristiche
fisiche e morfologiche, in base a fenomeni di sfi@ne, rifrazione e diffrazione.
A 180° dalla sorgente luminosa si misura il segiedmto alla diffusione che é
funzione soprattutto del diametro cellulare (Forv&catter, FSC).

Se ci si pone ortogonalmente al fascio si misurssegnale legato sia alla
riflessione e alla diffrazione, che sono funziomlla granularita interna, del
rapporto nucleo-citoplasma, della rugosita di sfigier (Side Scatter, SSC), che

alla emissione di fluorescenza dei fluorocromi teglunita cellulare (Fig. 3.3).

| FALS Sensor

o

Detectorsdi fluorescenza

FHuorescence

Fig. 3.3: La luce emessa dalla cellula in seguito all'intevae con il laser viene

rilevata dai sensori per il Forward Scatter, Sidatter e fluorescenza.
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Questa luce, e sottoposta ad un’analisi spetttadecomporta la separazione
delle varie componenti a diverse lunghezza d’onda Eausilio di specchi
dicroici e filtri ottici, quindi raccolta da fotontigplicatori, in quanto si tratta di
emissioni molto meno intense rispetto al segnalefodivard scatter. Dalla
combinazione dei due tipi di segnali si ottiene particolare diagramma
bidimensionale detto “citogramma”, nel quale €& pwoks rilevare diverse

popolazioni cellulari.

3.4 Caratterizzazione immunofenotipica

\

La caratterizzazione immunofenotipica é stata ®fé¢d mediante analisi
citofluorimetrica, con misurazione della fluoreszarper antigeni caratteristici
del profilo fenotipico mesenchimale individuatoRi&enger et al. nel 1999.

Le cellule isolate da membrana fetale ed espanp@&stira sono state staccate
con EDTA-tripsina (0,05%) e incubate comgll® cellule di anticorpo primario
coniugato con FITC, PE-Cy5, PerCP, APC, PE e AlExmr per 40 minuti a
4°C al buio. Gli anticorpi usati sono:CD 105 (Cheom), CD73,CD90, CD166,
CD14, CD34, CD44, CDA45 (Becton Dickinson).

Per I'analisi citofluorimetrica, effettuata con strumento FACSAria (Becton
Dickinson), sono stati acquisiti 10000 eventi maygio e I'analisi e stata eseguita
col software FACSDiva.

3.5 Test funzionali di differenziamentain vitro

Dopo caratterizzazione immunofenotipica al citofloetro, al terzo
passaggio di coltura le cellule mesenchimali, solda membrana fetale (FM-
hMSCs), fetal membrane—human mesenchymal stem),ceisgono esaminate
per il loro potenziale differenziativo in quattroiversi lineage fenotipici

(adipociti, osteoblasti e condroblasti) mediantecdjci medium di induzione.
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Differenziamento adipogenico

Per I'induzione del differenziamento adipogeniccaypopolazione di FM-
hMSC di circa 10x1%ell/cn? viene espansa in apposite piastre (multiwell 9
pozzetti, NUNC) con un terreno di coltura cosi costp:

- DMEM con FBS al 10%;

- 0,5mM di isobutil-metil xantina (IBMX, Sigma);

- 20QuM di indometacina (Sigma);

- 10° desametasone (Sigma);

- 10ug/ml di insulina (Sigma);

II' medium completo di induzione viene sostituitono@-3 giorni; dopo 2-3
settimane di coltura e possibile osservare al mapio ottico cellule contenenti
lipidi neutri accumulati in vacuoli citoplasmatictie cellule adipocitiche mature
vengono infine fissate con formalina al 10% e atattmediante una soluzione

colorante lipido-specifica di Oil red-O (Sigma).

Differenziamento osteogenico
Per indurre un differenziamento osteogenico, 3sdl0cn? di FM-hMSC

vengono seminate in piastra con il seguente mediunduzione:

- DMEM con FBS al 10%;

- 10 mM dip-glicerolfosfato (Sigma);

- 0,2 mM di acido ascorbico (Sigma);

- 10®°M di desametazone (Sigma);

Il medium completo di induzione viene sostituitandog-3 giorni; per 'esame
del differenziamento osteogenico la popolaziondulzgk viene fissata con

formalina e trattata con soluzione colorante di Kassa.

Differenziamento condrogenico

Per indurre il differenziamento condrogenico umjabita di 5x10 cellule
viene centrifugata in tubetti conici in polipropike contenente 0,5 ml di DMEM
con le seguenti componenti:

- 6.25ug/ml di insulina (Sigma);
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- 6.251g/ml di transferrina (Sigma);

- 6.25g/ml di acido di selenio (Sigma);

- 5.33ug/ml di acido linoleico (Sigma);

- 1.25mg/ml di BSA (Sigma);

- 0.35mM di prolina (Sigma);

- 1mM di piruvato di sodio (Sigma);

- 10-7 desametasone (Sigma);

- 0,2 mM di acido 2-fosfato L- ascorbico (Sigma);

- 10 ng/ml TGR33 (Trasformino Growth Fact§3, Sigma);

II' medium completo di induzione viene sostituitono@-3 giorni per 3-4
settimane; il pellet, fissato in formalina 10% enservato in paraffina, viene
esaminato per le caratteristiche morfologiche ettat@ con soluzione

immunocolorante per il collagene di tipo 2 (Chemico

3.6 “Population doubling”

La conoscenza del tempo di raddoppiamento (populadoubling) per una
popolazione cellulare, in determinate condizioni adescita, ci permette di
calcolare la probabile concentrazione cellular@giai momento della coltura. I
tempo di “population doubling” & caratteristico uh certo tipo di cellula sotto
particolari condizioni di crescita, e non dovrebfagiare in modo significativo se
non varia alcun parametro; tuttavia pud modificasgiontaneamente con
'invecchiamento della coltura. I numero di pasgag (p) fornisce
effettivamente un’indicazione sull’'eta della codtuin piu, conoscendo il tempo
di duplicazione e il tempo intercorso tra due pggsaé possibile calcolare a

guante duplicazioni € andata in contro la coltkutare.
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Fig. 3.4: Tipica curva di crescita cellulare

Come gia detto lo sviluppo di una coltura cellula®gue nel tempo un
andamento caratteristico e riproducibile. Tale amel@o viene rappresentato con
un sistema di assi cartesiani ortogonali, ponendascisse il tempo di crescita e
in ordinate il numero di cellule vitali presentillaecoltura: in tal modo otteniamo
un grafico che rispecchia il processo cinetico réiscita cellulare nel mezzo di
coltura; tale grafico prende il nome di "curva dkscita" cellulare (fig. 3.4). Essa
e contraddistinta da quattro fasi sequenzialinzae fase di crescita esponenziale
o logaritmica, stazionarieta, decremento o morte.

La fase di latenza € compresa fra il momento dedliamina e l'inizio della
moltiplicazione cellulare: le cellule non si mpltcano, ma si adattano ai
principi nutritivi del terreno di coltura. Crescoriocomponenti cellulari in
preparazione alla divisione cellulare.

La fase di crescita esponenziale (o logaritmicaamtterizzata da una rapida
riproduzione cellulare che procede in progressgammetrica, in quanto da ogni
cellula si originano due nuove cellule figlie (2-4-8-16 cioe 1 - 21 - 22- 23 -
2 - ecc.); in questa fase quasi tutte le celluteosave.

La fase stazionaria € preceduta da un rallentantsii® crescita cellulare fino
a raggiungere un equilibrio dinamico con un nunfesso di cellule vive; in tale

condizione di equilibrio il numero delle celluleoue e bilanciato da quelle che
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muoiono. Nel terreno colturale si accumulano saseadh rifiuto e, incomincia
I'esaurimento delle sostanze nutritive.

La fase di decremento esponenziale (fase di modectino) si ha quando |l
numero delle cellule morte prevale nettamente ®ilgwive fino alla completa
estinzione della popolazione cellulare presente teeleno colturale, per |l
completo esaurimento delle sostanze nutritive eoiitemporaneo aumento di
cataboliti tossici. Le colture cellulari dovrebbeessere passate prima di
raggiungere la concentrazione che comporta il melmento della crescita e
guesto e il motivo per cui € bene determinare taadi crescita.

La curva di crescita presenta sempre questo andaroen un unico elemento
variabile che ¢ il fattore tempo: il fenomeno, ttifgoud durare, a seconda della
specie, giorni o settimane.

Convertendo i dati su scala logaritmica la faseleepziale appare come una
retta. In questa fase le cellule raddoppiano adrvatli di tempo regolari. Il
tempo che intercorre tra una divisione e l'altriedsingole cellule é il “tempo di
generazione” e quello che viene calcolato sulliatpopolazione costituisce un
“tempo medio di generazione”.

Nei nostri esperimenti la curva di crescita e stathuppata seminando cellule
provenienti da fiasche T75 a confluenza in piastidtiwell da 6 pozzetti; nel
calcolo del numero dei pozzetti consideriamo umdiga per ogni pozzetto e un
pozzetto in eccesso utile per un’ulteriore conticativa del numero di cellule
effettivo nella soluzione diluita. Il numero di kéé viene calcolato utilizzando

una camera di conta; la metodica seguita vienerittaseel seguente protocollo:

Semina nelle multiwell

« Tripsinizzare una fiasca T75 a confluenza;

« Centrifugare e risospendere il pellet in 1ml dréeo di coltura (volume
di risospensione valutato in base al pellet);

* Prelevare 1l con puntali sterili per una prima conta.

* In base al numero totale di cellule calcolare ilumee da prelevare per

ottenere il numero di cellule sufficienti per lansea dei pozzetti da
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contare. (Se la soluzione madre risulta troppo eotmata effettuare una
diluizione).

e Diluire il volume contenente il numero di celluleagessarie in un volume
di terreno completo sufficiente per n pozzettiigladtare;

» Centrifugare il volume del pozzetto in eccessopspendere in 20 e
contare in camera di conta (camera di Birker); valere viene assunto
come numero di cellule al tempo g)(t

» Periodicamente (come da programma) tripsinizzarecoatare due

pozzetti;con i due dati calcolare la media e laamgne standard.

Formula per il calcolo del numero di cellule:
numero di cellule (N) / ml = media di n quadramtil0.000x fattore di

diluizione

Per calcolare il numero di cellule totale per pdizzesi moltiplica per |l
volume in cui e stato risospeso il pellet. Perrate il numero di cellule per
centimetro quadrato si divide per I'area del pozzét.6cm?2.

Se si inoculano n0 cellule al tempo t0, dopo z gegieni avremo che

N=ny*2*
ovvero
logN=logny+zlog2
cioé

z=(logN—logn)/log2

Se T é il tempo medio di generazione e t e il terope la popolazione

cellulare impiega per crescere esponenzialmenid @an, allora:

t/T=z
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3.7 Estrazione di RNA totale da cellule con metodbRizol,

guantificazione e valutazione qualitativa

L’estrazione di RNA cellulare costituisce il pringasso per lo studio del
profilo di espressione genica delle cellule; udigritecniche di biologia
molecolare applicate allRNA estratto ci consentomwltre di analizzare
'espressione differenziale tra cellule sottopostediversi trattamenti, o tra
diverse popolazioni cellulari. La metodica usatbmustro laboratorio consente
di estrarre RNA totale cellulare (messaggero, obuale, transfert), che viene
guantificato e successivamente sottoposto all’analei trascritti dei geni di
interesse.

La tecnica di estrazione usata si serve di TRIzolugione monofasica di
fenolo e guanidio tiocianato; GIBCO-BRL) in un pommomento si ha
degradazione selettiva della membrana cellulare ele daltre componenti
intracellulari, preservando l'integrita del matégigenetico. Successivamente si
separa la fase organica dalla fase acquosa conrdggili cloroformio ed una
centrifugazione; 'RNA in fase acquosa viene recapemediante precipitazione
con alcool isopropilico.

Nella metodica di estrazione eseguita le cellulegomo staccate dalle fiasche
di coltura e centrifugate; il pellet viene tenuto ghiaccio per rallentare la
degradazione enzimatica dellRNA da parte di RNasottoposto ai passaggi

descritti nel seguente protocollo:

« Eliminare il sovranatante e risospendere veloceengrmellet con 1ml di
TRIzol

« Trasferire in eppendorf RNasi e DNasi free da 1.&micubare 5 min.

e Aggiungere 200ul di cloroformio e agitare il campgocol vortex fin
guando non appare lattiginoso; incubare poi perr3 m

» Centrifugare 15 min a 12000g a 4°-6°C.

« Trasferire il sovranatante (fase chiara superigial
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* Aggiungere 1pul di Glicogeno (2@/ul, Invitrogen) e 500ul di Alcol
Isopropilico, al fine di favorire la precipitazione

* Incubare a -80°C per almeno 45 min.

« Centrifugare 15 min a 12000g a 4°C.

« Eliminare il surnatante e lavare con 1ml di Etanti®o.

* Centrifugare 15 min ad almeno 8000g a 4°C.

« Eliminare il surnatante e far asciugare il pellel’agaa (non
completamente).

* Risospendere con,@ DEPC 10-1pl (il volume varia a seconda della
dimensione del pellet).

e Incubare 10 min a 55-60°C.

e Quantificare RNA e Conservare a -80°C.

Un pl della soluzione di RNA estratto viene quacdifo con spettrofotometro
NanoDrop ND-1000 QELBIO) che fornisce un valore di assorbanza
proporzionale alla sua concentrazione.

Le molecole di RNA e DNA assorbono ad una lunghe¥mada di 260nm,
mentre le proteine hanno un picco di assorbimen&3@nm; il rapporto tra i
valori di assorbanza a 260nm e a 280nm forniscmdinazione circa la purezza

del campione (il rapporto ottimale RNA/proteineica 1.8).

3.7.1 Elettroforesi su gel del’lRNA

Per valutare la qualitd dell’'estrazione viene &li@una corsa elettroforetica
su gel (Agarosio 1%, TAE 2%) su cui vengono cariéay di RNA estratto; un
campione di RNA di buona qualita deve porre inltgsano striscio in cui siano

ben visibili due bande appartenenti ai due RNAs@iali 28s e 18s.
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3.8 Trattamento con DNASI

Il trattamento con DNAsi serve ad eliminare evehtt@ntaminazioni di DNA
che in sede di PCR possono dare amplificati aspedff una procedura delicata
e importante perché con un trattamento troppo fogeil rischio di degradare
I'RNA, mentre uno troppo debole rischia di non esssufficiente ad evitare
contaminazioni.

La miscela di reazione comprende:

e 1ug RNA

 1ul di DNAsi Amp Grade (Deoxyribonuclease |, Am#tion Grade,

Invitrogen, enzima che digerisce il DNA
e« 1ul di 10X DNAsi Reaction Buffer (200mM Tris-Hcl p#8.4, 20mM
MgCl,, 500mM KCI)

« H,O DEPC da portare a volume finale di 10ul

Il tutto deve essere preparato e mantenuto in gioac

La reazione avviene in un termociclatore (MastdaryGradientEppendorf.

Il processo di degradazione del DNA avviene a 2p8C 11.30 min. Per
fermare I'azione della DNAsi si aggiunge al camgidmqul di EDTA.

Il campione viene poi portato a 65°C per 10 minipattivare definitivamente
'enzima.

Al termine della reazione i campioni di RNA sonontenuti a 4°C.

3.9 Retrotrascrizione (RT) del’lRNA

Per studiare il profilo di espressione genica da wellula sono necessarie
metodiche di indagine molecolare, quali PCR e Rea RT-PCR, che
amplificano sequenze geniche di DNA. Tale ampl#ioae viene effettuata
mediante reazione a catena della polimerasi (PGR) sara successivamente
descritta; la fonte di DNA di partenza puo esseve sBolo DNA nucleare o
plasimidico ma anche DNA con una sequenza complereml’RNA che si

intende esaminare (CDNA).
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In questo caso bisogna effettuare una tappa dotrascrizione ad opera
dell’enzima trascrittasi inversa (un enzima virak attivita DNA-polimerasica
su stampo di RNA) e di un opportuno primer (un @atigo-dT complementare
alla sequenza poly-A del’lRNA messaggero), pernaite un filamento di DNA

complementare alla sequenza di RNA che si intendézaare (fig. 3.5).

mMRMNA
ABAAMA
L (primer) TTTTTT
First-strand synthesis
ABAAMA

v

Removal of RNA

¢ TTTTTT

First-strand cDMNA ready for PCR

Fig. 3.5: Schematizzazione della reazione di retrotrasarezio

La metodica seguita dal nostro laboratorio, e dgézarel seguente protocollo,
prevede l'utilizzo del’enzima SUPERSCRIPT I, (3Riverse Transcriptase
200U/ul Invitrogen) una versione ingegnerizzatd el@ima retrotrascrittasi M-
MLV RT con una ridotta attivita della RNasi H edauaumentata stabilita
termica.

Per ogni campione si prepara una miscela (Mixgdzione composta da:

e 4ul di First Strand Buffer 5Xljvitrogen

« 2uldiDTT 0,1M (nvitrogen, per stabilizzare la reazione

 1ul RNAsi Out, per proteggere I'RNA dall’eventuaeione delle RNASI
(Invitrogen

« 0.5pl di HO DEPC
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Per un volume finale di 7.5ul.
| campioni sono preparati a parte con una misc®idX (primer) che
comprende:

* 1pug RNA

e 1uldiOligodT (25 pg, 0,5 pg/divitrogen.

o 1ul di dNTP mix (100 nM dNTP set, PCR GRADRyirogen.

* H,O DEPC per un volume finale di 12l

* Lareazione avviene in un termociclatore:

* Porre la MIX primer nel termociclatore a 65°C eclaga in incubazione per
5 min. L’inizio a caldo della reazione permetteliffenazione di eventuali
appaiamenti interni ai filamenti di RNA

« Tirare fuori i campioni, centrifugarli e si lasdiain ghiaccio per 2 min, il
tempo in cui il termociclatore raggiunge i 42°C

« Aggiungere la mix di reazione, agitare tramite pigetta e mettere di nuovo
la MIX primer nel termociclatore

» Lasciare incubare per 2 min a 42°C

e Aggiungere la retrotrascrittasi: 0,5ul di SUPERSERI Il (Reverse
Transcriptase 200U/ulinvitrogen

» Lasciare incubare a 42°C per 50 min

e Seguono 15 min a 70°C

« Tirare fuori i campioni e conservarli in ghiaccierp2 min, centrifugare e
aggiungere 1ul di RNase H (Ribonuclease H 2 Ulp\itrogen, per
degradare 'RNA

* |l termociclatore e intanto sceso a 37°C, reinsericampioni e lasciarli
incubare per 20 min a questa temperatura in modd'ehzima possa agire

« Il programma é terminato, il termociclatore rimaméiOLDER (6°C)

» Mettere i campioni a -80°C 0 a -20°C
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3.10 Reazione a catena della polimerasi (polymerashain reaction—
PCR)

La PCR é una tecnica che permette di copiare edifarage determinate
sequenze bersaglio di DNA.
In questa tesi, la PCR e stata usata su prodottietiotrascrizione per
controllare la riuscita di quest’ultima.
Per ogni campione si prepara in ghiaccio una masceinposta da:
2,5 ul di Reaction Buffer (100 mM Tris HCL, 15 mM Mgg£I1500 mM Kcl,
Roché
e 0,5ul di NTP (10 mM)
o 1,0ul di Primer senso (Forward, F) (1)
* 1,0ul di Primer antisenso (Reverse, R) (i)

e 0,125 di Taq (Taq polymeras® Ujul, Rochg, da aggiungere per ultima
« 1,0ul di cDNA
Aggiungere HO fino a 25ul di volume totale.
Preparare la miscela di reazione totale, riferendbaumero dei campioni con
I'aggiunta di un campione per il negativo e di um@ccesso.
Aliquotare la mix nelle provette da 0,2 ml, aggiarg il DNA e mettere i
campioni nel termociclatore.
Temperature impostate nel termociclatore:

* Fase iniziale di denaturazione: 95 °C per 10 min
« 35cicli:

1. Denaturazione: 94°C per 30 sec;

2. Annealing: T, (variabile a seconda dei primer utilizzati) persé@;

3. Sintesi DNA: 72°C per 30 sec (nel 35° ciclo stemale di 10 min a 72°C)

| primer utilizzati sono:

« GAPDH
Primer senso (F): 5’-CAGCCTCAAGATCATCAGCA-3
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Primer antisenso (R): 5-TGTGGTCATGAGTCCTTCCA-3
T di annealing: 57°C

« VEGF
Primer senso (F): 5-AGAAGGAGGAGGGCAGAATC-3’
Primer antisenso (R): 5’-ACACAGGATGGCTTGAAGATG-3’
T di annealing: 62°C

3.11 Elettroforesi su gel di agarosio

Il risultato della PCR e valutato attraverso cogettroforetica su gel di
agarosio al 2% in EDTA-Tris-Borato (TBE) 1X.
Per il caricamento dei campioni prepare in eppendor
o 2ul loading buffer (Tracklt Cyan/orange Loading tuf Invitrogen)+ 10ul
campione.
* Ladder: 2ul loading buffer+8.5ul H20 PPI+1.5ul ladq1Kb plus DNA

ladder, Invitrogen).

3.12 Realtime RT-PCR

La Real time PCR € una variante della reaziongenaadella polimerasi che
permette di quantificare I'espressione di cDNAisianodo assoluto, utilizzando
una curva di calibrazione interna o esterna (Kagal., 1998), che relativo,
rapportando i valori di un gene bersaglio rispeitb un gene di riferimento
(Bustin et al., 2000).

Uno dei principali vantaggi di questa metodicafatio che € possibile seguire
in tempo reale I'andamento dell’amplificazione. moa&todica si basa sull’'utilizzo
di una sonda fluorescente, nel nostro caso SYBRerGig una molecola che

emette fluorescenza ad una lunghezza d'onda dirb3@umando si intercala al
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DNA a doppio filamento, che permette di analizzarguantificare i risultati,
monitorando I'emissione di fluorescenza durantmpéficazione.

Dopo un numero n di cicli si raggiunge il ciclo 8adthreshold cycleC) nel
quale la rivelazione della fluorescenza e signiifuzarispetto al segnale di fondo.
Questo punto e all'inizio della fase esponenziaiamplificazione ed € il punto
nel quale viene quantificato il DNA.

Dal momento che il SYBR Green | € aspecifica, ghtra a qualsiasi prodotto
a doppio filamento formato, inclusi ad es. i dimdirprimer. Per questo occorre
sempre effettuare alla fine della reazione l'amalslla curva di melting, cioe
osservare il valore della temperatura di fusionéaddoppia elica di DNA, la T
melting (T;,,), che deve essere uguale in tutti i prodotti dRPEnplificati da una
specifica coppia di primer. Si costruisce quindiaufturva di melting”: si
aumenta gradualmente la temperatura al di sopguelia stimata essere la, T
dei primer e si misurano continuamente le variazibfiuorescenza dei prodotti
della PCR. Al punto di fusione si avra la sepanagidei due filamenti di DNA e
sara possibile osservare un brusco calo di flueresc Se la reazione di
amplificazione si é svolta in condizioni prive dintaminazioni, sara possibile
osservare dei picchi di melting sostanzialmenteragaponibili indicando cosi
'omogeneita dei prodotti ottenuti; diversamentepl@senza di ulteriori picchi
indichera la presenza di un prodotto di amplifioa® aspecifico.

| punti da considerare nella valutazione di un sapgnto di RT-PCR sono
diversi:

\

» Scelta dellampliconela lunghezza ottimale € sotto le 200bp poiché gli

ampliconi corti sono amplificati con maggiore eificza dei piu lunghi e
tollerano meglio le condizioni di reazione.

* Progettazione dei primeun primer a singolo filamento ottimale é di circa

20bp con un contenuto di G/C del 20-70%. Generaleyenprimer sono
scelti su due esoni diversi, per distinguere un ldicgrzione di cDNA da
una contaminazione di DNA. i primer vengono scattiaverso “Primer 3”,
un programma disponibile in rete (http://frodo.wi.edu/cgi-

bin/primer3/primer3_www.cgi) e controllati con il rggramma
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“Amplify”(Amplify3 for MacOS). programma che perntetuna simulazione
di PCR. Si verifica poi con BLAST (http://www.ncbim.nih.gov/BLAST)
che le sequenze scelte non si appaino con difigrartt del genoma.

« Ciclo soglia il Ct e il numero di cicli necessario per raggiere un valore di
fluorescenza che sia superiore ad un livello basenodo statisticamente
significativo. Cade sempre nella parte esponemzill’amplificazione,
guindi la quantificazione non e influenzata da iattomponenti della
reazione, che diventano quantitativamente limitalia fase di plateau, per
cui non viene introdotto alcun errore sistematilse possa alterare i risultati.
Il C si definisce essere pari a 10 volte la deviae standard del segnale di
fluorescenza nei primi 15 cicli.

* Normalizzazione:per correggere la variabilita tra i campioni davdl

diverso quantitativo di mRNA di partenza si amphfiinsieme al gene in
esame un altro mRNA di riferimento (standard int@rh.o standard interno
viene scelto tra i geni “housekeeping” la cui espi@ne € considerata stabile
in vari tessuti, anche se sottoposti a trattansgerimentali. In questo caso e
stata usata la gliceraldeide-3-fosfato deidrogef@a@&DPH).

| campioni sono stati analizzati in duplicato @alore medio del ciclo soglia
(C) é stato usato per I'analisi dei dati.

La metodica di real-time e semplice e veloce, machg il risultato
corrisponda a un’accurata quantificazione degldiaaucleici bisogna che la
valutazione dei dati si basi su metodologie ripidili e su adeguati modelli
matematici.

In questi esperimenti il metodo usato per elaboiaresultati € I'analisi
semiquantitativa o quantificazione comparativa ffRfa001). Questo metodo e
indicato per determinare il cambiamento di espoessidi geni tessuto-specifici,
tra campione di controllo e campioni che hannotsuttiversi trattamenti.

L'incremento o la diminuzione dell’espressione dgni bersaglio sono
espressi in relazione ad un gene di riferimento RGA), presente nello stesso

materiale che serve all'amplificazione.
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Viene costruita una curva di calibrazione per oggme utilizzando quantita
note di standard di rene (Ambion).

Il metodo matematico utilizzato e quello della camgzione dei cicli soglia.
Nel modello matematico da noi usato (metodo dedlsadAAC,), descritto da

Pfaffl (2001) si presume un’efficienza di amplifidane ottimale, cioé E=2.

Viene costruita una curva di calibrazione per ihgebersaglio e per lo
standard endogeno utilizzando quantita note ddstiahdi rene Ambior) e viene

calcolata I'efficienza
E= 1d-1/s|ope]

con slope

uguale alla pendenza della retta ricavabile dall®a di calibrazione del
gene.
Se le efficienze di amplificazione del gene belisagEgene persagiy € dello

standard endogeno £kopH) SONO ottimali e identiche:

Egene bersaglio— Ecappu= 2

si pud procedere con la quantificazione comparativan il metodo di
comparazione dei cicli soglia\AC,”.
L’indicazione della quantita di espressione del egdaersaglio nei campioni

trattati rispetto al controllo (R) & dato dallarfarla:

R = ZAACKT)

Per ogni campione analizzato calcolara@; del gene in studioAC; gene bersagib

sia nei campioni controllo (i non trattaNC; )) che nei trattatiAC; 1)):

ACt gene bersaglio_' Ct gene bersaglio— Q standard endogeno (GADPH)
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e la relativa deviazione standard (s) che é ddla fdemula:

2 2\1/2
(Sgene bersaglio + SsApPH

Calcolare poi iIAAC; di ogni campione:

AACy ) = AC(r) - ACt(g)

La Real time RT-PCR é stata effettuata con un kiggier System Roche
Diagnostic$ e per I'amplificazione e stato usato il kit Lightler®FastStart
DNA Mastef""® SYBR Green I.

La miscela di reazione (Reaction Mix) si prepareendo 14l di enzima
(FastStart Taq DNA polymerasepchg a 128 di Master mix (reaction buffer,
MgCl,, SYBR Green | dye, dNTP miRoche.

Per ogni singolo campione si preparano:

* 4,0ul Reaction Mix

 0,5uM primer F

 0,5uM primer R

e 200ng cDNA campione

 H,O DNA PCR GRADE fino a 2@ di volume totale

| primer usati per la real time RT-PCR sono:

 GAPDH (standard interno)
Primer senso (F): 5-CAGCCTCAAGATCATCAGCA-3
Primer antisenso (R): 5’-TGTGGTCATGAGTCCTTCCA-3

T annealing a 61°C

« SCD
Primer senso (F): 5'-tggtttcacttggagctgtg-3’
Primer antisenso (R): 5’-gccatgcaatcaatgaagaa-3’

T annealing a 56°C
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CD24
Primer senso (F): 5’-gccagtctcttcgtggtctc-3’
Primer antisenso (R): 5'-tgtttttccttgccacattg-3’

T annealing a 56°C

Cadherin 11
Primer senso (F): 5’-atcgtcattctcctgggttg-3’

Primer antisenso (R): 5’-gccaccacatagaggaaagg-3’

T annealing a 58°C

YWHAQ
Primer senso (F): 5’-cttttgatgaggccattgct-3’
Primer antisenso (R): 5'-tcctgcactgtctgatgtcc -3’

T annealing a 58°C

RARalpha
Primer senso (F): 5’-gagatggatgatgcggagac-3’
Primer antisenso (R): 5’-tccgcacgtagacctttagc-3’

T annealing a 60°C

EWSH
Primer senso (F): 5’-cctggacaaggaaacaggaa-3’
Primer antisenso (R): 5’-tccgagcaagggagacttta-3’

T annealing a 58°C

| 20ul della miscela di reazione vengono inseriti initkap di vetro; i capillari

vengono chiusi, centrifugati e posizionati nel retdel LightCycler, quindi si fa

partire la corsa:

fase iniziale di denaturazione: 95°C per 10 min;
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» 45 cicli:

1. Denaturazione: 95°C per 10 sec;

2. Annealing: Tnneaing(Specifica per ogni primer) per 6-10 sec;

3. Sintesi DNA: 72°C per 10 sec (ultimo ciclo stepafidi 10 min a 72°C)
con una velocita di variazione della temperatura0diC/sec.

La fluorescenza €& stata misurata alla fine di ogge di estensione. La
specificita del prodotto é stata determinata candlisi della curva di melting,
condotta con una scala di temperature, che va @ &3€5°C variando ad una

velocita di 0,1°C/sec.

3.13 Immunofluorescenza

La tecnica di immunofluorescenza permette di evdder antigeni tissutali o
cellulari attraverso l'impiego di anticorpi marcatbn sostanze fluorescenti
(fluorofori); la presenza e la localizzazione daificorpo vengono osservate con
un microscopio a fluorescenza in grado di eccitafiuoroforo e rilevarne il
segnale.

La metodica di immunofluorescenza usata si basar®ibdo indiretto di
rilevazione dell'immunocomplesso: le cellule somzubate con un anticorpo
monoclonale murino (anticorpo primario) per un temehe garantisce la
formazione degli immunocomplessi; dopo un lavagggoeliminare gli anticorpi
primari non legati all’antigene bersaglio, si aggja un anticorpo monoclonale
marcato con un fluoroforo (anticorpo secondari@cHfo per la catena costante
dell'anticorpo primario presente nellimmunocom@es

Questa metodica €& stata usata per la ricerca delWiddebrand Factor.
L’anticorpo secondario €& un’immunoglobulina di capdel tipo IgG,
fluorescinata e specifica contro le catene cost@intgG di topo (fluorescein-
conjugated goat IgG fraction to mouse IgG ICN/CABRHE. e cellule vengono
seminate e trattate in piastre da 24 pozzetti o@iligsono stati posti vetrini

coprioggetto.
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Nel seguente protocollo € descritta la preparazoiee cellule trattate per
I'analisi immunofluorimetrica:
» lavare il pozzetto con 5Q0di PBS apH 7.4
fissare con 30d di formaldeide al 4% (ICN/CAPPEL) a temperatura

ambiente () per 1 ora

» lavare velocemente con 5da@i PBS

» eseguire altri 3 lavaggi da 2 min con kD6i PBS

* permeabilizzare le membrane cellulari con 0 Triton (X-100) (Sigma)
0.2% in PBS, per 15 min 3, T

* eseguire un lavaggio veloce con 50a@i PBS

» fare 2 lavaggi da 2 min con 5@0di PBS

* aggiungere 3Qd di RNasi (70U/mg, Sigma) per 1h a 37°C (per eeita
contaminazioni da RNA che potrebbero dare legamiilcpropidio)

» togliere 'RNasi senza fare lavaggi

* aggiungere BSA (BSA V fraction: Sigma) all’'1% in BBper saturare i siti di
legame anticorpale aspecifici) e incubare per 3A°€ (oppure O/N a 4°C)

» togliere BSA senza fare lavaggi

* aggiungere 15d di anticorpo primario (anti-MHC MF20, aniactinina
sarcomerica 1:100, anti-Cx43 1:400) e incubare 3W°&

* per rimuovere I'anticorpo primario in eccesso esegd lavaggi da 2 min con
50Qul di PBS

» aggiungere 20d di anticorpo secondario (ICN Cappel) diluito 103
BSA/PBS e incubare 1h a 37°C al buio

» allontanare I'anticorpo secondario

» fare un risciacquo veloce con 500di PBS

e aggiungere  0.05ngl  di DAPI (4’,6-Diamidino-2-phenylindole
dihydrochloride, Sigma) per 15 ming T

» eseguire 3 lavaggi da 2 min con p0@i PBS.
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Montaggio dei vetrini:

* mettere 5-1(l di Mowiol (4-88: Sigma) su un vetrino portaog@ett

» togliere i vetrini coprioggetto dal pozzetto, ag@te la goccia di PBS
appoggiando il bordo del vetrino su carta bibusdsgemarli con cautela sulla
goccia di Mowiol

» lasciare asciugare O/N e sigillare con smalto

» osservare al microscopio (Biorad Microradians coafomicroscope) o

conservare i vetrini a -20°C.

3.14 Saggio di vasculogenesi

Per valutare la capacita delle hMSC di formaretttre tubulari endoteliali, &
stato utilizzato un saggio di vasculogenesvitro su Matrigel (ECM gel E1270
Sigma, un gel derivato da sarcoma di topo EngelbrethyH8warm che mima
la matrice extracellulare.

Preparazione del gel:

Scongelare il gel a 4°C il giorno prima dell’analis

Inserire 5@l di gel diluito 1:2 con DMEM in ogni pozzetto dna piastra da

96, mantenendo a freddo la piastra per impedigeladi polimerizzare

* Mantenere a 37°C per almeno 3 ore per far solal@al gel

» Semina delle cellule:

* Preparare soluzioni di 1pDdi trattamento in una eppendorf sterile in cui
sono risospese 10x16ellule per pozzetto

» Trasferire la sospensione nei pozzetti sulla superfiel Matrigel

* Osservare e fotografare al microscopio rovescigtozzetti ad intervalli di

tempo prestabiliti.
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Risultati

4.1 Caratterizzazione immunofenotipica

Le cellule mesenchimali su cui sono stati effettugit esperimenti di
differenziamento in senso nefrogenico sono statats da placenta a termine di
madri donatrici sane, operate con sezione cesatea,hanno fornito il loro

consenso informato (Fig.4.1).

Fig. 4.1: Cellule mesenchimali umane di membrana fetal&€lece indicano delle
mitosi).

Le cellule provenienti da ciascun campione sonaesisolate secondo |l
metodo di aderenza su plastica ed espanse e daratte secondo il protocollo
riportato nella sezione Materiali e Metodi (pardg8al—3.4); i dati ottenuti dalla
caratterizzazione fenotipica sono stati confrortati quelli delle hBM-MSC allo
scopo di verificare il profilo mesenchimale dellHBMSC.

La caratterizzazione immunofenotipica e stata wefféd mediante analisi

citofluorimetrica con misurazione della fluorescandiretta per gli anticorpi
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monoclonali CD105 (Chemicon), CD73, CD90, CD166,18DCD34, CD44,
CD45 (Becton Dickinson).

Nella figura 4.2 a), b) e c) sono mostrati rispetnente i grafici citofluorimetrici
delle popolazioni di cellule non marcate, usate €arantrollo negativo, hBM-
MSC e hFM-MSC.

Le popolazioni di cellule sono risultate positivala reazione con gli anticorpi
anti-CD29, anti-CD166, anti-CD105, anti-CD73, a@90, anti-CD44 e

negative nella reazione con quelli anti-CD14, &ii34, anti-CD45.

In Tabella 4.1 sono riportati i valori percentualedi di 4 popolazioni isolate
di hBM-MSC e hFM-MSC; le popolazioni di cellule late da membrana fetale
hanno un profilo immunofenotipico confrontabile cauello delle cellule
mesenchimali di midollo osseo.

| risultati ottenuti, pertanto, mostrano che le glagioni isolate sono costituite
da cellule dal profilo mesenchimale, che non espnionmarker ematopoietici e

che, in particolare, sono positive al recettordai@tio ialuronico CD44.

Antigene BM-hMSC FM-hMSC
CD73 96+ 1 95+ 4
CD90 96+ 2 94+ 3
CD105 95+1 96+ 3
CD29 98+1 97+ 1
CD166 95+ 2 94+ 2
CD44 96+ 1 o5& 2
CD14 0 0
CD34 0 0
CD45 0 0

Tabella 4.1: Valori percentuali medi delle popolazioni isolate
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4.2 Test funzionali di differenziamentoin vitro

La natura mesenchimale delle cellule hFM-MSC isolat stata valutata
funzionalmente mediante saggi di differenziamantweitro. Il differenziamento
viene indotto mediante l'uso di terreni di induzohneage-specifici, in senso

adipogenico, osteogenico e condrogenico.

Nel saggio di differenziamento osteogenico le ¢elhFM-MSC, similmente
alle hBM-MSC, hanno dimostrato di differenziare Ziomalmentein vitro in
cellule capaci di generare una matrice mineral&zata dopo la prima settimana
di induzione si possono osservare dei cambiamemtifaiegici, mentre al
termine del periodo di trattamento le cellule preégaeo una morfologia
appiattita, caratteristica degli osteociti, e dégpas calcio, come rivelato dalla

colorazione istochimica di Von Kossa (Fig. 4.3).

by

Fig. 4.3: Il differenziamento osteogenico é evidenziato algroduzione di matrice
mineralizzata, come & mostrato dalla reazione ipasdlla colorazione di Von Kossa.
Ingrandimento al 10X.

Nel saggio di differenziamento condrogenico le hM@C hanno generato,
dopo 3 settimane dall’induzione, un bottoncino gnte e consistente di
cartilagine ialina come confermato dall’analisi immoeistochimica per |l

collagene di tipo Il (Fig. 4.4).
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Fig. 4.4: Cellule derivate da membrane fetali mostrano urdaidlante matrice
extracellulare positiva al collagene di tipo liglandimento al 40X.

Queste cellule hanno mostrato di essere in gradtheardi effettuare
adipogenesi, pertanto risultano positive al te$tR&d-O che mette in evidenza
'accumulo di vacuoli lipidici nel citoplasma. Leeltule differenziate si
presentano sia come singole cellule multivacuokidg, come piccole o grandi
colonie, le cui dimensioni aumentano con il tempanduzione. Tali colonie

mostrano un’intensa secrezione di grosse gocahdime (Fig. 4.5).

Fig. 4.5: Grossi aggregati cellulari che mostrano una meissgecrezione lipidica alla
terza settimana di induzione adipogenica. Ingraedimal 10X.

S\

Non é stato osservato nessuno di questi differeremé quando le cellule

sono state coltivate nel normale terreno di coltura
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4.3 Curva di crescita

La popolazione di hFM-MSC € stata ulteriormenteattarizzata per il suo
potenziale di duplicazione cellulare attraverso soava di crescita (fig. 4.6),
secondo il protocollo riportato nel capitolo Masdire Metodi (par 3.6).

In Tabella 4.2 vengono mostrati, per ogni intevalli tempo valutato, la

media del numero di cellule contate, la deviazist@endard e il tempo di

duplicazione.
Ore N.ro cellule Deviazione Td
(media) standard

0 7980,0 - -

92 18712,3 961,7 58,6
76 26214,7 1728,2 49,3
120 41171,3 1772,0 36,9
168 58800,0 4582,1 93,3
240 114866,1 141421 74,5
264 165166,1 7071,1 45,8

Tabella 4.2: Tempi di duplicazione

| tempi di duplicazione ottenuti (Tab.4.2, Td) ttlamo sensibilmente variabili,
a dimostrazione della natura eterogenea di quesfolgzione, composta

prevalentemente da elementi coriali e amniotici.
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Fig. 4.6: Curva di crescita

4.4 Espressione genica in cellule trattate con HBHBR

4.4.1 Valutazione della scala di concentrazione pétB

Le cellule MF-hMSC sono state trattate 48 ore daggemina con una scala di
concentrazioni di HB o HBR pari a 1 mg/ml, 1.5 mg/&hmg/ml, 3 mg/ml, e

lasciate in coltura per 7 giorni, in accordo comsultati ottenuti da precedenti
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esperimenti sulla finestra temporale. In Tabella &.riportato lo schema degli

esperimenti.

Concentrazioni esteri (mg/m()

HB 1,15,2,3

HBR 1,15,2,3

Tab. 4.3: Schema degli esperimenti di 7 gg a diverse congeiohi di esteri

4.4.2 Estrazione mRNA

L'RNA é stato estratto e ottenuto secondo la mesdirecedentemente
descritta. Per valutare la qualita dell’estrattstato allestito un gel di corsa
elettroforetica (Fig. 4.7). Per tutti gli esperirtiee stata calcolata la resa
dell'estrazione dellRNA (Tab 4.4).

28s

18¢

Fig 4.7: Gel di RNA
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Esperimento Concentrazione| RNA pg/ml 260/280 Resa totale
esteri (mg/ml) (ng)
C: 1055,50 2,05 15,83
! T: 574,90 2,07 8,62
C: 1389,20 1,95 20,83
- T: 335,00 1,95 5,03
15 C:. 1708,67 1,96 30,67
: T: 137,60 1,94 2,06
3 C: 1520,00 1,89 22,80
T: 642,65 1,91 9,64
C: 1538,00 2,03 23,1
! T: 188,00 2,01 2,82
C: 1348,00 2,00 20,22
+o T: 208,00 2,07 3,12
HBR
C: 1479,00 1,98 22,19
? T: 198,00 2,01 2,97
C: 1688,00 2,05 25,32
3 T: 247,00 1,99 3,71

Tabella 4.4:Resa di RNA totale di un esperimento in cui lewellsono state trattate
per 7gg a diverse concentrazioni di HB o HBR.

4.4.3 Retrotrascrizione e valutazione del retrotrasritto

Per ogni campione é stato trascrittagldel’RNA estratto. L’efficienza della
retrotrascrizione e stata valutata mediante anoplifone del gene housekeeping

GAPDH e successiva corsa su gel (Fig 4.8)
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Ladder C T1 T2

Figura 4.8: Gel di amplificazione di GAPDH in un campione qofib e due campioni
trattati con HB.

4.4.4 Real time RT-PCR

Costruzione delle curve a concentrazioni standard

Per i geni presi in esame (14-383 Stererolyl-CoA, Cadherin 11, Stearoyl-
CoA, desaturase 2, CD24, Ewing sarcoma homolog, B§pRa) e per il gene di
riferimento (GAPDH) sono state costruite curve dililrazione ottenute
amplificando diluizioni diverse di standard di remeoncentrazione nota. E stato
retrotrascritto 1pg di RNA standard di rene (Ambioed utilizzato come
concentrazione madre, da cui sono state ottenutiduizioni successive pari a
1:10, 1:100, 1:500 e 1:1000 che sono state usateofpenere una curva di
calibrazione.

Per ogni gene ¢ stata valutata l'efficienza di dfcpkione e la specificita
dell’amplificato. || modello matematico chiamatdAAC,”, utilizzato per |l
confronto tra diversi campioni, presentato dallaAiplied Biosystems (Perkin
Elmer), presume un’efficienza di amplificazioneiratile e identica per tutti i
geni presi in esame.

L’efficienza E e definita come:

E=1 L/pendenza)

Perché il metodo possa essere utilizzato I'effzéedeve essere uguale a 2 per

tutti i geni.
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Di seguito (Fig. 4.9a), b), c), d), e), f), g)) wemo mostrate le curve di
calibrazione e le curve di melting dei geni presiesame. In tabella 4.5 sono
riportati i valori di efficienza ottenuti per ciast gene.
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Taratura YWHAQ Y =-3,682x + 34,046
R? = 0,9773

40,00

35,00 4

g

30,00 - r
25,00 -

20,00

Ciclo Soglia

15,00 -

10,00

5,00 -

0,00 ‘ | | | | |

b) Log [rene]

P8 Eic Mokting Curves Report Window  Help -8 x
Step 1: Melting Peaks | Step 2: Peak Areas | Extia: Manual Tm
Calculation Method Digital Filter Analysis Motes
" Linear
h Background Correction ¥ Enable
ol ‘Polynom\a‘{ with Backgraund Carrection
P. Name C* to Average ﬁm_
— 1 C1¥WHAQ RO105 40 7
2 C2YwHaQ ROIOS e i
—— 3 C3vWHaAQ ROT05 "l 204
—— 4 HEB1YwHAQ RO105 - 4
—— & HB2YWHALQ RO105 =25
o
— & HB3'YwHAQ RO105 2 7
—— 7 HD 520-
g -
515+
(e
10—
5l
0 ' [
50 b} 100
Temperature [°C)
B
-
57
L4
b=2
839
£ -
g
-
Y- P TR
0—
1 T ! | ' | ' | ! | ! | ' | ' | ! |
55 60 3] 70 b 80 85 a0 95
157 7 Temperature [C]

99



CD24

40,00
35,00
30,00
25,00

20,00
15,00

Ciclo Soglia

10,00
5,00

Taratura CD24 y=-3,5775x+ 33,627

R?=0,9933

0,00 ‘
0,5

1

15 2 2,5 3,5

Log [rene]

C)

P8 Eic Mokting Curves  Report indow  Help -8 x
Step 1: Meling Peaks | Step 2 Peak Areas | Extra: Manual Tm
Calculation Method Digital Filter Analysis Notes
" Lingar
(" Lingar with Background Correction [¥ Enable
o KPonnom\aE
¢ Polyromial with Background Correction
P Mame Standard £ ta Awerage ﬁg_
—— 1 HRens2ugCD24 2.000E-+00 40 -
2 Renedil1:10 CD24 2.000E-01 139 4
—— 3 Renedl1:100CD24 2.000E-02 N 30—
—— 4 CHMF 704050024 ,_,25;
—— 5 CMF 7-0405C024 =
- - »
—— 6 THB1 704-05C024 220+
—— 7 THB1 7-0405CD24 §15__
8 THB 1.5 70405 CD24 d - g
9 THE 1.5 7-04-05 CD24 10—
—— 10 THE 2 7-04.05 CD24 5:
—— 11 THB 2 704-05C024 N - 4
-
5o ' 1 ' 1 ' l ' | ' 1 ' l ' l ' 1 ' 1
- 55 ED E5 70 75 85 a0 g5 100
Temperature ['C]
oL e
5
- - E o
T -
3
- - n
8
524
B- g
24 i
4 =
- - 0
i 7 ! 1 ! | ! I ! I ! | ! 1 ! J ! |
(ST 55 B0 E5 70 75 a0 85 g0 a5
397 T Temperature ['C]

100




RAR alpha
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Cadherin 11
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Fig. 4.19:Curva di calibrazione e di melting per i divereng a) GAPDH, b) EWSH,
c) Cadherin 11, d) CD24, e) RAR alpha, f) YWAQSHD.
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Gene | GAPDH | EWSH | Cadherinll | CD24 | RAR | YWAQ | SCD

a

Efficienza | E=2.16 | E=2.01 E=1.91 E=1.90 E=2.01 E=18f E=1.98

Tabella 4.5: Indicazione dei valori di efficienza ottenuti peeni esaminati.

In Tabella 4.6 sono mostrati i valori di espressiarenica (R=2““"). La
quantita di mRNA di ciascun gene nelle cellule aintrollo € considerato pari a
1, mentre quello relativo alle cellule trattate ¢#B alle diverse concentrazioni €

indicato come numero di volte (fold increase) sigrera questo valore.

YWHAQ CD24 RARa SCD EWSH Cadherin 11
SD SD SD SD SD SD

HB 1g/I
1,29 |+0,091,46|+0,45 1,86|+0,121,85+0,3511,19+1,63 1,29 |+0,16

HB 1.5¢/I
o 1,84 |+0,680,79|+0,32 1,51|+0,671,20+0,29 0,90 (+0,29 0,97 |+0,11

HB 24/l
2,58 |+0,840,50(+0,11 1,21+0,800,48+0,32 0,90 |+0,2§ 0,63 |[+,47

HB 3¢/l

2,77 |#0,611,03|+0,38 3,23|+0,941,03+0,37 5,28 |+1,20 0,61 |+0,36

Tabella 4.6: Indicazione dell’espressione genica nelle celltdéate rispetto a quelle di

controllo.

Negli istogrammi in Fig 4.20 sono rappresentatialovi medi dei rapporti
relativi di espressione tra trattato e controllde alliverse concentrazioni di

trattamento.
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Fig. 4.20:Dati relativi all’espressione genica in seguitivatamento delle FM-hMSC a
diverse concentrazioni di HB.

L’'analisi dei campioni mostra un aumento di espoess significativo
(p<0,05) in seguito a trattamento con HB, ad unacentrazione pari a 1g/l, di
tutti i marker in esame, mentre utilizzando le ealtoncentrazioni si ha una

variazione solo di alcuni dei geni studiati.
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Fig. 4.21:Dati relativi all'espressione genica in seguitivadtamento delle FM-hMSC
con HBR. I valori ottenuti sono calcolati come amtoedell’espressione rispetto al

controllo, che per convenzione e posto=1.

Come mostrato dall'istogramma (Fig. 4.21) il tratento con HBR non
determina una variazione dei geni considerati, maolo espressione non
differisce in maniera statisticamente significatida quella delle cellule di

controllo.

45 Differenziamento endoteliale

Per verificare la multipotenza delle FM-hMSC ¢ atadlutata la loro capacita
di transdifferenziare in cellule endoteliali. A gte scopo le cellule sono state
trattate per 7 giorni con terreno addizionato diGAE50ng/ml. Al termine del

trattamento sono state condotte delle analisi enumofluorescenza al fine di
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valutare la presenza del fattore di von WillebrgmVF), che costituisce un
marker endoteliale.

Le cellule coltivate per lo stesso periodo in teardi coltura non condizionato
sono risultate negative all’analisi, mentre quelbdtivate in presenza di VEGF
presentavano positivita all'anticorpo per il VWHR.&potuto osservare a livello
citoplasmatico una fluorescenza granulare, corridpate ai caratteristici corpi
di Weibel-Palade (Fig. 4.22). Le cellule positivar® circa il 70+£8%.

Fig. 4.22:Cellula FM-hMSC coltivata per 7 giorni in preserdia/EGF 50ng/ml in cui
e visibile il VWF (fluorescenza verde) e i caratigci corpi di Weibel-Palade. Il nucleo
é colorato con DAPI (fluorescenza blu). Scala.20

4.6  Vasculogenesi

Nella prospettiva di un possibile futuro utilizzellé cellule trattate con HB
nella cura di patologie renali, &€ interessante teaguse tali cellule siano in grado
di formare delle strutture capillari, in quanto itiparo endoteliale
rappresenterebbe un importante traguardo nellaepmane dello sviluppo di

nefropatie renali croniche. Dal momento che ert@astamostrata la capacita delle
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FM-hMSC di differenziare, in appropriati terreni differenziamento, in cellule
endoteliali, si € voluto indagare se le stessallegltrattate con HB, fossero in
grado di formare delle strutture capillari-similuapdo seminate in terreno
semisolido.

Si é voluto prima di tutto valutare se le FM-hMS€pemessero a livelli basali
il gene del fattore di crescita vasculo-endotel(®IEGF) una molecola che gioca
un ruolo chiave nella vasculogenesi. E stata quieffettuata una PCR
utilizzando come controllo positivo mRNA di HUVEEI{man Umbelical Vein
Endothelial Cells). La corsa su gel (Fig. 4.23)n@sso in evidenza la presenza

del gene analizzato.

HUVEC MF

Fig. 4.23:Le MF-hMSC esprimono basalmente il gene di VEGF.

Essendo noto che la produzione e il rilascio di V(& seguito ad opportuni
stimoli, avviene entro alcune ore, le cellule swtate trattate con l'estere al

momento della semina. In tabella 4.7 sono riportatittamenti utilizzati.

Trattamento Concentrazione

C -
HB 1mg/ml
VEGF 50ng/ml

VEGF 799 50ng/ml ogni 48h

Tabella 4.7: Schema dei trattamenti a cui sono state sottogesEM-hMSC per le
prove di vasculogenesi.

“VEGF 7gg” indica un pretrattamento delle cellulecanfluenza per una

settimana con VEGF, che in letteratura (Oswald &l.e2004) é indicato come
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induttore del differenziamento endoteliale a unacemtrazione di 50ng/ml,
guando aggiunto al terreno ogni 2 giorni. Gli ditattamenti sono stati effettuati
contemporaneamente alla semina in Matrigel. Laulsebono state osservate al
microscopio ottico a intervalli di un’ora fino ad massimo di 24 ore.

Per quanto riguarda le cellule di controllo (C)losalopo 8 ore hanno

cominciato a migrare, allinearsi e formare collegatn(fig. 1V.2).

microscopio rovesciato con obiettivo 20X.

Le MSC trattate in acuto con HB e VEGF e pretratfagr sette giorni con
VEGF hanno mostrato vasculogenesi rispettivameafm @ ore, 5 ore e 8 ore
(Fig. 4.25, 4.26, 4.27).

A B

Fig. 4.25: Cellule trattate con VEGF 50ng/ml a 5 ore dallanis@a su Matrigel,
fotografate al microscopio rovesciato con obietdvo(A) e 10X (B).
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Fig. 4.26:Cellule pretrattate con VEGF 50ng/ml per una settia a 8 ore dalla semina
su Matrigel, fotografate al microscopio rovesciedm obiettivo 10X (A) e 20X (B).

A B

Fig. 4.27: Cellule trattate con HB 1mg/ml a 3 ore dalla searsn Matrigel, fotografate
al microscopio rovesciato con obiettivo 4X (A) eX1(B).
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Discussione

La distruzione di un tessuto, come quella riscaatnaelle malattie renali
croniche e nell'insufficienza renale terminale lla hase della maggioranza delle
patologie che affliggono la popolazione. | paziatetti da insufficienza renale
cronica devono sottoporsi a trattamento dialitimmn conseguenti gravi
complicazioni sulla qualita e l'aspettativa di vitsenza considerare i pesanti
costi sociali. Al momento, la soluzione terapeutitegliore € il trapianto
d’organo, ma con due limiti fondamentali: la sd@rsli organi da trapiantare e la
necessita di immunosoppressione cronica per pnevemgetto.

In quest’ottica, la possibilita di disporre di usargente che ci permetta di
ottenere grandi quantita di tutti i tipi celluladei tessuti, come quella
rappresentata dalle cellule staminali, apre nuoeenari terapeutici per
I'approccio a patologie cronico-degenerative, caenpatologie renali. La messa
a punto di un modello di differenziamento nefrogenn vitro potrebbe dunque
rappresentare la base di una terapia riparativaglentare I'evoluzione verso il
danno renale progressivo.

La terapia cellulare costituisce oggi un interessaibiettivo per il trattamento
dell'insufficienza renale. L'idea alla base del@apia cellulare e coadiuvare il
processo fisiologico di riparo attraverso il trap@di cellule esogene che siano
strutturalmente e funzionalmente congruenti aliada tissutale renale.

Le cellule staminali, coltivate in vitro e indiriate a differenziare in tipologie
cellulari specifiche, costituirebbero una sorgemaovabile di cellule, ovviando
al problema della disponibilita di organi. La pdsigia di disporre di cellule
staminali in grado di rigenerare il danno renalgprasenterebbe una prospettiva
molto importante per la prevenzione e la terapieveéntuali danni renali.

In questo ambito l'attenzione € stata posta dapprémle cellule staminali
adulte del midollo osseo. Numerosi studi infattnh@ evidenziato la capacita
delle cellule staminali mesenchimali derivate daloo osseo di rimpiazzare

cellule renali adulte specializzate sia in modatlimali che nel’'uomo; nel caso
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degli esperimenti sulluomo si € dimostrata la pres di cellule di derivazione
midollare nel rene, mentre nel caso degli studivivo sull’animale, € stata

dimostrata la loro capacita di migliorare la fummabta renale in seguito a danno
ischemico.

Sebbene tale popolazione cellulare mesenchimaleassterizzata da un buon
potenziale proliferativo, alta stabilita geneticaapacita di migliorare il processo
rigenerativo di molti tessuti (Pittenger et al. 2pOvi sono una serie di
problematiche che ne limitano le possibili applioakz cliniche tra cui la
tendenza ad invecchiare, ad accumulare infezionuna bassa capacita
proliferativa in vitro (Rao et al. 2001).

Cio ha spinto la ricerca alla caratterizzazion&odti mesenchimali alternative
nei tessuti adulti in grado di superare i limitiposti dalle cellule mesenchimali
del midollo osseo.

In questo studio € stata utilizzata, come fontecellule mesenchimali, la
membrana fetale di placenta a termine, una popiazeterogenea costituita da
elementi cellulari coriali ed amniotici. L'uso dell popolazione cellulare
mesenchimale della membrana fetale e degli altnessi embrionali fornisce
sicuramente delle prospettive molto interessantitgeolli con cellule autologhe
risultano essere difficoltosi a causa della netésdi ottenere biopsie dai
pazienti, espandere le cellule in coltura, effetudei test sulla popolazione
ottenuta e conservarla adeguatamente prima detlangustrazione della terapia;
con l'uso di cellule mesenchimali allogeniche, @htrario, il donatore puo essere
scelto con anticipo, esaminato e analizzato peatteaizzare la popolazione di
MSC al fine di escludere disfunzioni, e la popataa cellulare terapeutica puo
essere immediatamente disponibile per la sommazigine in caso di necessita.
Le proprieta tollerogeniche delle cellule mesendtijrinoltre, rendono queste
cellule strumenti d’elezione in terapia cellularecempatibili con efficienti
protocolli terapeutici. Appare interessante, dundm@ossibilita di creare banche
di cellule mesenchimali derivate da annessi fetadlacente a termine, altrimenti

destinati all’eliminazione.
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In questa tesi vengono descritti gli effetti ch&rattamento con un monoestere
di acido ialuronico e butirrico (HB) ed un esterestm dell’acido ialuronico con
acido butirrico e retinoico (HBR), nellambito daiocessi nefrogenetici, provoca
su una popolazione di cellule mesenchimali di meméarfetale.

HB e HBR rappresentano molecole innovative a “lagldferenziativa”, il cui
razionale si basa sulla capacita dello ialurona&ssdere internalizzato attraverso
il suo specifico recettore CD44 e di agire a livatitracellulare come “scaffold”
per I'ancoraggio e la traslocazione nucleare dnasii e di molecole segnale
implicate nel differenziamento. Lo ialuronato agisdunque, come “carrier” per
I'internalizzazione delle entita chimiche ad essollegate e, a livello
intracellulare, questo processo si traduce in ueguenza concertata di
modificazioni epigenetiche, mediate dal butirratagsamento della cromatina e
ingresso di fattori di trascrizione tessuto-spedife di eventi trascrizionali, come
quelli indotti dall’acido retinoico e dai suoi spigd recettori.

Le cellule isolate da membrana fetale di placert&rmine sono state espanse
e caratterizzate al citofluorimetro per confermanme profilo di membrana
mesenchimale (CD29+, CD166+, CD73+, CD90+, CD106B44+, CD34-,
CDA45-, CD14-). | dati ottenuti evidenziano cheribflo antigenico delle hFM-
MSC é analogo a quello delle h(BM-MSC. In particel& presenza del recettore
per I'acido ialuronico CD44 in piu del 95% dellellake, rafforza il razionale
nell'utilizzo di HBR. Per dimostrare la natura mesieimale della popolazione
isolata, le cellule sono state trattate con spaciérreni arricchiti di appositi
fattori di crescita, che hanno determinato il diéfg&ziamento in osteociti,
adipociti e condrociti.

Le cellule sono state sottoposte a trattamentodieerse concentrazioni di
HB o HBR. Per stabilire se fosse avvenuto un diffieramento nefrospecifico &
stata eseguita un’analisi dell'espressione genica.

L’espressione dei geni Cadherin 11, CD 24, RAR-alpbtearoyl-CoA
desaturase 2, 14-38 Ewing sarcoma homolog, € stata analizzata queartido

i livelli trascrizionali mediante l'uso della metiocd di Real Time RT-PCR.
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Questi geni vengono espressi ai primi stadi died#hziamento nefrogenico, a
livello del mesenchima metanefrico.

L’analisi di Real Time RT-PCR rivela che il trattanmio con HBR delle
cellule mesenchimali delle membrane fetali non godd un aumento
significativo (p<0,05) di espressione dei geni iago 7 di trattamento. Questo
risultato era parzialmente atteso, in quanto prexgeésperimenti di induzione di
differenziamento cardiogenico avevano dimostrata selettivita d’azione di
questo estere nell'indurre cardiogenesi. Abbiamouwaque ritenuto utile testare
la molecola anche per il differenziamento renatequanto l'acido retinoico
svolge un ruolo fondamentale durante lo svilupp@le. Il risultato ottenuto puo
essere comungque spiegato con il fatto che una seistrazione di acido
retinoico puo determinare una down-regulation delppo recettore, ed anche
del gene SCD, come noto dalla letteratura. |l dakespressione anche di soli due
geni ci porta a concludere, in questo caso, chediecola non determini un
differenziamento nefrogenico, che puo essere tesisto solo dalla presenza
simultanea di tutti e sei i geni in esame.

Per quanto riguarda il trattamento con HB alle digeconcentrazioni testate,
si e ottenuto che i livelli di trascrizione di tuttgeni considerati aumenta in
modo significativo alla concentrazione di 1mg/ml.

Basandosi sul fatto che il riparo endoteliale rappnterebbe un importante
traguardo nella prevenzione dello sviluppo di negétte renali croniche, € stata
valutata la capacita di differenziamento endotelial vitro delle FM-hMSC
sottoposte all’azione di HB. Le cellule sono staédtate con I'estere al momento
della semina in terreno semisolido (Matrigel) iragto € noto che la produzione
e il rilascio di VEGF, la molecola che gioca un luachiave nei processi
vasculogenetici, avviene entro alcune ore dallmat induttivo. Si € potuto
osservare che FM-hMSC trattate con HB 1mg/ml, nmgra si allineano nel
matrigel a formare organizzazioni capillari-singia dopo 3-4 ore, a differenza
delle cellule di controllo che cominciano solo ddpore e in misura minore.

| risultati presentati dimostrano quindi che ilttaanento con HB 1mg/ml

risulta essere quello piu efficace nellaumentdneelli di espressione dei marker
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metanefrici considerati, dimostrando la possibilitia utilizzare un composto
chimico per modificare I'espressione genica di geeiro-specifici. Questi

risultati, unitamente all’evidenza che il trattarteea in grado di indurre anche un
differenziamento endoteliale, aprono la strada aovhnuapprocci nella

rigenerazione cellulare in seguito a danno renale.

Pur essendo evidenti gli effetti biologici che HBduce sulle cellule
mesenchimali in esame, la caratterizzazione défgitebiomolecolari con cui
I'estere agisce non sono ancora ben chiari e faamte dei futuri obbiettivi di
guesti studi.

Pur costituendo una popolazione omogenea per i enac@ratteristici del
profilo fenotipico mesenchimale, descritto da Piger et al., le cellule della
membrana fetale costituiscono comunque una popolazieterogenea di
elementi coriali e amniotici. Un ulteriore obietiivdei nostri studi sara
caratterizzare tali elementi cellulari ed evidernziaeventualmente, quale
componente presenta peculiarita piu idonee ai progr sperimentali progettati.

Infine, sara indispensabile in futuro effettuarggldestudi in vivo, su vari
modelli animali, prima di poter ideare un qualsipsbtocollo sperimentale di

trattamento sull’'uomo.
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