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CARATTERIZZAZIONE
DI CELLULE PROGENITRICI ENDOTELIALI (EPCS)
IN PAZIENTI AFFETTI DA INSUFFICIENZA RENALE CRONICA (CKD)



1. INTRODUZIONE

Il crescente interesse per le cellule staminali e per le cellule progenitrici, trova giustificazione nelle
proprieta di plasticita e di adattamento di queste cellule, che sembrano suggerire nuove modalita
terapeutiche sia nella riparazione dei tessuti danneggiati che nella cura di patologie degenerative,
rivestendo un ruolo anche nella terapia oncologica.

I progenitori di cellule endoteliali (EPCs) sono una popolazione di cellule mononucleate che
svolgono un ruolo importante nella formazione e riparazione dei vasi sanguigni. Hanno origine nel
midollo osseo, circolano nel sangue periferico e sono reclutate nelle sedi di danno vascolare o nei siti
di intensa vascolarizzazione.

La genesi del sistema ematopoietico nell’organismo in fase di sviluppo ¢ un processo complesso e la
formazione del sistema vascolare ¢ uno degli eventi piu precoci dell’organogenesi (Coultas L et al,
2005). La formazione del network vascolare nell'embrione avviene attraverso un processo noto come
vasculogenesi, che consiste nella formazione di aggregati cellulari che originano dal mesoderma
extraembrionale, migrati attraverso la stria primitiva nella regione del futuro sacco vitellino.
All'interno di questi aggregati cellulari, ¢ possibile distinguere, dal punto di vista morfologico e
spaziale, due tipologie di cellule: all'interno sono collocati i precursori emopoietici (eritroblasti),
mentre all'esterno i precursori endoteliali (angioblasti). Questa stretta associazione spaziale e
temporale delle filiere ematopoietica ed endoteliale ha portato a formulare I’ipotesi che i due tipi
cellulari derivassero da un precursore bipotente comune, I’emangioblasto (Carmelier P. et al 2000).
Gli emangioblasti, differenziati in angioblasti, si organizzano in strutture che porteranno alla
formazione di sottili capillari formati da cellule endoteliali mature, che acquisiranno le caratteristiche
di vene o di arterie (Karamysheva AF, 2008).

Mentre l'embrione si sviluppa, l'espansione della rete vascolare avviene attraverso un processo
definito angiogenesi, un meccanismo distinto di crescita vascolare, che vede la formazione di nuovi
capillari attraverso lo sviluppo di vasi pre-esistenti mediante migrazione e proliferazione di cellule
endoteliali mature. In passato si riteneva che quest’ultimo fenomeno, fosse I'unico meccanismo di
sviluppo di nuove reti vascolari e che la vasculogenesi, ovvero il processo di formazione di vasi
sanguigni a partire da un tessuto avascolare, fosse limitata alle prime fasi dello sviluppo embrionale.
Recentemente ¢ stato dimostrato che la vasculogenesi pud avvenire anche nell’organismo adulto, con
il coinvolgimento di cellule progenitrici endoteliali provenienti dal midollo osseo (Asahara T et al.,

1999).



1.1 PROGENITORI DI CELLULE ENDOTELIALI (EPCs)

Le cellule progenitrici endoteliali (EPCs) sono state isolate per la prima volta da Asahara e
collaboratori nel 1997. Dimostrarono che durante vasculogenesi ed angionesesi, in risposta a vari
segnali da parte di citochine e chemochine, tali cellule venivano mobilitate dal midollo osseo al
circolo sanguigno per giungere ai siti di ischemia, contribuendo alla formazione di nuovi vasi
sanguigni (George AL et al, 2011, Asahara T et al, 1997). Oggi ¢ noto che le EPCs sono presenti
soprattutto nel midollo osseo, ma anche nel sangue periferico e nel sangue cordonale, negli organi
parenchimatosi e nella parete degli stessi vasi sanguigni.

Sono cellule “migranti”, cio¢ dotate della capacita di circolare, proliferare e differenziarsi in cellule
endoteliali mature; sono implicate, nella formazione, rigenerazione, riparazione e al mantenimento
dell'omeostasi del tessuto endoteliale (Rafii S. et al, 2000).

Molti studi su animali hanno dimostrato che le EPCs possono giocare un ruolo fisiologico nella
riparazione endoteliale endogena e nella guarigione delle ferite; tuttavia, il loro potenziale
vasculogenico ¢ implicato anche nella patogenesi delle malattie vascolari e nella progressione dello
sviluppo dei tumori, i quali sono capaci di provvedere al reclutamento di queste cellule per favorire la
propria crescita e metastasi. L’ipossia nei tessuti ischemici e tumorali rappresenta uno degli stimoli
piu potenti alla mobilizzazione delle EPCs dal midollo osseo al circolo periferico, grazie al rilascio di

fattori di crescita, citochine e chemochine. (George J, 2005; Kalka C et al., 2000).

1.1.1 Proprieta fenotipiche delle EPCs

I progenitori di cellule endoteliali sono un gruppo eterogeneo di cellule che originano nel midollo
osseo e sono presenti in diversi stadi di differenziazione nel sangue periferico.

Dal punto di vista fenotipico, le EPCs sono caratterizzate da specifici antigeni di superficie che si
modificano nel corso della differenziazione.

Le EPCs, inizialmente esprimono markers tipici delle cellule staminali quali il CD34, il VEGFR-2
(vascular endothelial growth factor receptor 2, noto anche come KDR) e il CD133 (Peichev M et al.,
2000). 11 passaggio nel circolo ¢ segnato da una diminuzione dell’espressione di CD133, mentre
rimane costante quella per CD34 e per VEGFR-2. La perdita definitiva della positivita per il CD133 e
quella successiva per il CD34 segna un ulteriore step differenziativo, fino allo stadio di cellule
endoteliali mature, caratterizzate dall'acquisizione di markers quali il CD31 (PECAM-1), VE-
caderina, e il fattore di von Willebrand (vVWF) (Khakoo AY et al. 2005).



L’antigene CD34 identifica tutte le cellule ematopoietiche staminali e progenitrici del midollo osseo,
mentre ¢ assente nei precursori midollari morfologicamente identificabili e nelle cellule circolanti del
sangue periferico. Per tale motivo il CD34 ¢ considerato un marcatore specifico di staminalita. La sua
espressione sulla superficie di progenitori ematopoietici e la sua progressiva scomparsa nelle cellule
piu mature suggerisce che abbia un ruolo importante nel mantenimento di un fenotipo indifferenziato
della cellula progenitrice

I1 CD34 ¢ di una proteina integrale di membrana, del peso molecolare di 110 kD. La presenza di
molti siti di glicosilazione, la mancanza di attivita tirosin—chinasica e la frequenza molto bassa di
sintesi e di degradazione suggeriscono che il CD34 non sia un recettore per un fattore di crescita o
una molecola di trasduzione del segnale, ma che sia coinvolto nelle interazioni cellula—cellula o
cellula—matrice extracellulare. Infatti, ha un ruolo cruciale nel promuovere 1'adesione alla parete
endoteliale: viene opportunamente glicosilato per potersi legare alla L-selectina, espressa dalle cellule
dell'endotelio. Inoltre, ¢ implicato in molteplici funzioni, tra cui la promozione della proliferazione
cellulare, il blocco del differenziamento e la migrazione delle cellule ematopoietiche verso tessuti
periferici (Nielsen JS et al, 2008).

Il marcatore VEGFR-2 appartiene alla famiglia dei recettori tirosin-chinasici e lega il fattore di
crescita vascolare endoteliale (VEGF). Nei mammiferi esistono cinque forme differenti di VEGF, che
si legano a tre diversi recettori tirosin-chinasici (VEGF-R): VEGFR-1 fondamentale per lo sviluppo
delle cellule emopoietiche, VEGFR-2 critico per lo sviluppo delle cellule endoteliali vascolari e
VEGFR-3 implicato nella linfoangiogenesi.

VEGFR-2, espresso sulla superficie delle EPCs, ¢ una proteina del peso di 230 kD, costituita da una
regione extracellulare composta da sette immunoglobuline, un dominio transmembrana, e una regione
intracellulare contenente un dominio tirosin-chinasico (T. Takahashi, 1997). Risponde al segnale del
fattore di crescita avviando una cascata di fosforilazioni che provoca, in ultima analisi, un aumento
della trascrizione genica a livello nucleare con conseguente miglioramento della proliferazione
endoteliale, della migrazione, della sopravvivenza e della permeabilita della cellula (K.Holmes et al,
2007).

VEGFR-2 ¢ un recettore ad alta affinita per il fattore di crescita dell’endotelio vascolare A (VEGF-
A), in grado di attivare a sua volta la protein chinasi B (PKB), proteina coinvolta nel signaling di
sopravvivenza cellulare ed anti-apoptotico.

Un secondo network molecolare innescato dal fattore di crescita endoteliale ¢ dato dall’attivazione
della fosfolipasi C-y1 (PLC-y1), che provoca 1'idrolisi del fosfatidilinositolo 4-5 bifosfato (PIP-2) e la
generazione di due secondi messaggeri: il diacilglicerolo (DAG) e l'inisitolo-3-fosfato (IP3). Il DAG
attiva la protein chinasi C B (PKC-f), chinasi in grado di indurre un aumento della sintesi di DNA, e

quindi un aumento della replicazione cellulare. L’IP3 invece provoca un aumento del Ca*’



intracelluare, che si traduce in un aumento della concentrazione di ossido nitrico, regolatore di
numerose funzioni endoteliali (Olsson A.K et al, 2006).

Tra 1 marker identificativi delle EPCs vi ¢ il CD133, una glicoproteina transmembrana di 120 kD.
Questa proteina consiste in un dominio N-terminale extracellulare e cinque domini transmembrana
con due loops extracellulari. Cellule che esprimono tale marker possono differenziare in senso
angiogenico. Il CD133 permette di distinguere diversi stadi maturativi delle EPCs, poiché ¢ presente
nella fase precoce del differenziamento, mentre scompare nella fase tardiva (Peichev M et al, 2000).
Molti autori attribuiscono al CD133 un ruolo funzionale di “organizzatore” della topologia della
membrana plasmatica. L'interazione con il colesterolo suggerisce che il CD133 possa avere anche
un'importanza nel mantenimento di un’appropriata composizione lipidica della membrana e nella
comunicazione cellulare (Irollo 2013).

Studi effettuati in diverse tipologie di tumore (epatoma, cancro del pancreas) dimostrano come
l'attivita di enzimi coinvolti nel metabolismo glucidico vari in relazione all'espressione del CD133
(Gong L. et al, 2012; Lyshchik A et al, 2007).

L'espressione del CD133 ¢ regolata da molti fattori intra ed extracellulari, quali ipossia, disfunzione
mitocondriale o deplezione di DNA mitocondriale che inducono un'overespressione reversibile del
CDI133. Un altro elemento che influenza l'espressione di questo marcatore ¢ il fattori di crescita
trasformante Bl (TGF-B1), che determina la sovraespressione dell'antigene inibendo l'enzima
metiltransferasi-1 (DNMT1) e inducendo invece la demetilazione del promotore (Zhong, 2013).

11 fenotipo delle EPCs nella fase piu precoce della mobilizzazione ¢ caratterizzato dalla coespressione
di CD34, CD133, VEGFR-2 e I’assenza del CD45 tipico della linea monocitaria, la fase piu tardiva
vede la scomparsa del CD133 e la comparsa del CD31 e di E-selectina, specifici marcatori del
fenotipo endoteliale.

Indipendentemente dal grado di maturazione e dal fenotipo, tutte le EPCs hanno la capacita di essere

reclutate nei siti di danno per ripristinare I’integrita vascolare.

1.1.2 Classificazione delle EPCs

Nonostante le differenti caratteristiche delle EPCs coltivate con vari metodi, 1 diversi autori hanno
armonizzato i risultati evidenziando come nel processo di generazione delle colture di EPCs vi siano
tre popolazioni distinte: le Early-EPCs, di derivazione monocitaria, che acquisiscono nuovi markers
quali CD45, CD14, CDl11b/c; le Late-EPCs, che non esprimono CD45 o CDI14; infine la terza
popolazione ¢ rappresentata dai CAC-EPCs o progenitori angiogenici circolanti (CAC) (Fig.1).
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Fig. 1 Progenitori endoteliali provenienti da PBMCs.

Le Early-EPCs, dette anche endothelial cell-like cells, sono cellule che in vitro si presentano di
morfologia fusiforme; appaiono in coltura dopo 4-7 giorni dall'isolamento, mostrando il picco di
crescita intorno a 2-3 settimane, e possono vivere fino a quattro settimane. Hanno un basso potenziale
proliferativo e non sono in grado di formare strutture vascolari in vitro, ma possono contribuirne alla
formazione attraverso un meccanismo paracrino: sono, infatti, in grado di secernere fattori pro-
angiogenici. Le Early-EPCs oltre ad esprimere il CD34 e CD133, acquisiscono il marker CD45,
espresso sulla superficie di tutte le cellule nucleate del lineage emopoietico, mostrando un fenotipo
bilineare, sia endoteliale che emopoietico, il che suggerisce che esse derivino da una cellula in origine
mieloide (Leone AM et al, 2009).

Le Late-EPCs, anche dette endothelial outgrowth cells, non esprimono marcatori emopoietici come

CD45 e CD14, mentre sono caratterizzate dalla positivita per alcuni markers endoteliali come KDR,

Q



CD146, e VE-caderina. Questa popolazione appare dopo almeno 7-21 giorni di coltura e il loro
sviluppo puo richiedere fino a 30 giorni e sono in grado di sopravvivere fino a 12 settimane.
Morfologicamente si presentano dall'aspetto poligonale. Esse sono dotate di elevata capacita
proliferativa, differenziativa e di una variabile attivita di auto-rinnovamento, mostrando quindi di
possedere tutte le caratteristiche di vere cellule progenitrici (Hur J et al, 2004).

Le Late-EPCs sono in grado di legare in coltura la lectina ULEX-Europaeus e hanno la capacita di
incorporare le LDL acetilate; inoltre esprimono i markers specifici della linea endoteliale, tra cui
molecole di adesione endotelio-piastrine (PECAM-1 o CD31), VE-caderina, fattore di Von
Wildebrand (vWF), ossido nitrico sintetasi endoteliale (eNOS), e se stimolate, E-selectina o CD62
(Leone AM et al, 2009).

In conclusione, le Late-EPCs sono coinvolte nella sostituzione delle cellule endoteliali danneggiate e
nel processo di vasculogenesi; diversamente, le Early-EPCs hanno un ruolo di biomarker predittivo
del danno endoteliale, soprattutto considerando I'abbondante quantita di dati disponibili sul loro
valore prognostico e un ruolo paracrino nella formazione del vaso (Pompilio G. et al, 2009).

La terza popolazione ¢ rappresentata dai progenitori angiogenici circolanti (CAC), che compaiono in
coltura dopo 4-5 giorni d’incubazione e si presentano come singole cellule fusiformi, isolate e sparse
sul fondo della piastra. Come le Early-EPCs, derivano dalla frazione mononucleata delle cellule
periferiche ma a differenza di queste derivano dalla frazione aderente alla piastra di coltura (Kalka C
et al.,, 2000). Anch’esse non sono dotate di capacita di auto-rinnovamento né di proliferazione e
mostrano un fenotipo misto emopoietico ed endoteliale. Modelli in vivo di ischemia tessutale trattati
con CAC sembrano suggerire una loro effettiva partecipazione alla neovasculogenesi, tuttavia nessun
effettivo contributo terapeutico ¢ emerso in trial clinici in pazienti affetti da malattie cardiovascolari

(Prater DN et al., 2007).

1.1.3 Fasi di attivazione delle EPCs

In condizioni fisiologiche, le cellule progenitrici endoteliali si trovano in uno stato quiescente a
livello midollare.

Quando avviene una lesione a livello vascolare, le EPCs migrano nella zona del danno e
interagiscono con il monostrato endoteliale leso. Nella riparazione del danno endoteliale ad opera
delle EPCs si riconoscono tre fasi principali: la prima fase consiste nella mobilizzazione, ovvero nel
rilascio dal midollo osseo; la fase successiva ¢ il reclutamento al sito di neovascolarizzazione, ed

infine la differenziazione in cellule endoteliali mature. Gli step in realta tendono a sovrapporsi come

10N



anche 1’azione dei fattori inducenti, che, nonostante vengano schematicamente classificati per fase,
agiscono di concerto in ogni passaggio del processo maturativo delle cellule staminali (Rose J.A et al,

2014).

Mobilizzazione e homing

In condizioni di ischemia, che rappresenta lo stimolo maggiore di mobilizzazione, i progenitori
endoteliali dalla nicchia midollare entrano nel circolo sanguigno.

Molti fattori sono coinvolti in questa fase: il fattore di crescita delle colonie granulocitarie (G-CSF),
il fattore di crescita basico del fifroblasti (bFGF), il fattore di crescita placentare (PGF), I’
eritropoietina (EPO), la metalloproteasi di matrice 9 (MMP-9), il ligando kit-solubile (sKitL), il
VEGF-A ¢ il fattore-1 di derivazione stromale (SDF-1).

La proteasi MMP-9 ha un ruolo fondamentale nella mobilitazione dei progenitori, soprattutto
attraverso la digestione della matrice extracellulare che ancora queste cellule al midollo osseo.
Questa proteasi, inoltre, favorisce la trasformazione di recettori di superficie delle EPCs, ad esempio
Kit, in recettore solubile. Il rilascio di sKitL, forma solubile di Kit, porta ad una maggiore mobilita
dei progenitori endoteliali (Heissig B, 2002). Si ¢ visto che, modelli murini con deficit o in
condizione di inibizione di MMP-9, presentano una ridotta mobilizzazione delle EPCs, a conferma
dell'importanza di questo enzima nel processo (Huang PH et al., 2009).

Il fattore di crescita VEGF-A contribuisce alla mobilizzazione delle EPCs, agendo sul recettore
VEGFR-2, espresso sulla superficie di queste cellule. In condizione di danno vascolare, i valori
plasmatici di VEGF-A risultano elevati. E stato provato il coinvolgimento di questo fattore nella
rapida mobilizzazione delle cellule progenitrici endoteliali dal midollo osseo alla circolazione
periferica (Gill M et al, 2001). Uno studio ha mostrato come il VEGF-A promuova la mobilizzazione
delle EPCs dalla nicchia midollare attraverso un aumento dell'espressione delle MMP-9 midollari
(Heissig B et al, 2002).

Molti altri fattori sono implicati nel processo di reclutamento, tutti attualmente utilizzati come agenti
mobilizzatori di cellule staminali capaci di migliorare anche la funzionalita. Tra i piu importanti vi ¢
I’ SDF-1, protagonista non solo nella fase di mobilizzazione, ma con un ruolo anche nella protezione
delle EPCs dall’apoptosi. I livelli di SDF-1 possono risultare alterati da una serie di stimoli: mediatori
infiammatori, cambiamenti nella matrice extracellulare e ipossia (Ceradini DJ et al., 2004). Le
piastrine secernono livelli estremamente elevati di SDF-1 e questo potrebbe fornire un meccanismo
molto efficace di mobilitazione e homing. Tuttavia livelli aumentati di SDF-1 non possono indurre
neovascolarizzazione in assenza di lesioni.

Inoltre, intervengono nel processo di mobilizzazione: ’FGF, il PFG, quest’ultimo importante nella

11



cascata di attivazione delle cellule staminali e nell’up-regolation dell’attivita delle MMP-9 e ancora,
I’EPO e la sintetasi costitutiva endoteliale dell’ossido nitrico (eNOS), la cui assenza, nei topi,

produce un deficit funzionale e numerico di cellule staminali (Rose A.J et al, 2014)

Reclutamento al sito di neovascolarizzazione

La tappa successiva nel processo di neovascolarizzazione mediato dalle EPCs prevede il
reclutamento e il differenziamento di quest’ultime nei siti di interesse. Molti dei fattori coinvolti nella
mobilizzazione si ritrovano anche nel reclutamento. La condizione di ipossia o di danno vascolare
comporta un aumento della produzione delle citochine e dei fattori di crescita, che raggiungono una
concentrazione a livello del tessuto danneggiato superiore a quella presente nel midollo, con
conseguente richiamo delle EPCs nel sito danneggiato.

Uno dei fattori coinvolti, VEGF-A, agisce nella regolazione della proliferazione cellulare legandosi al
VEGFR-2 e si ritrova nella fase di reclutamento agendo sul VEGFR-1.

Il reclutamento e I’incorporazione delle EPCs richiede una serie di eventi sequenziali, quali
I’adesione, la transmigrazione e il differenziamento in cellule endoteliali.

Lo step iniziale per il reclutamento dei progenitori comprende ’adesione degli stessi alle cellule
endoteliali, attivate da citochine. L’adesione ¢ principalmente mediata da integrine, overespresse
sulla membrana delle EPCs in questa fase: le f2-integrine e le a4p1-integrine, che sono coinvolte
successivamente anche nella transmigrazione. Studi evidenziano che la mancanza di queste integrine
causa una diminuzione dell’homing, reclutamento e della capacita di creare nuovi vasi (Chavakis E et
al, 2005). In particolar modo, il deficit delle B2-integrine riduce la capacita migratoria delle cellule
staminali su piastra, mentre la deplezione 04 1-integrine riduce specificatamente 1’homing cellulare
cardiaco, a evidenziare come le molecole d’adesione siano tessuto-specifiche. La riendotelizzazione,
invece, avviene per mezzo delle vitronectine e rispettivi recettori (aVB3 e aVB5) che mediano
I’adesione delle EPCs all'endotelio del vaso danneggiato. Studi in vivo hanno dimostrato che la loro
inibizione blocca il processo di riendotelizzazione (Hattori K et al., 2001).

La transmigrazione delle EPCs attraverso il monostrato endoteliale dipende dall'attivita delle proteasi,
soprattutto della MMP-9 che digerisce le componenti della matrice interstiziale. L'attivita dell'enzima
¢ legata ad un aumento della concentrazione di ossido nitrico, conseguente l'attivazione di ossido
nitrico sintetasi endoteliale, da parte di diversi fattori (GCSF, VEGF, bFGF, PGF).

E ben noto, dunque, che la collaborazione di integrine e proteasi sia essenziale per modulare
l'invasione e la migrazione attraverso la matrice extracellulare.

Una volta giunte al sito di riparazione, le EPCs contribuiscono alla formazione di nuovi vasi
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attraverso diverse vie: incorporazione nell'endotelio, differenziazione in cellule endoteliali mature

oppure attraverso la produzione di segnali paracrini (Balaji et al, 2013)

Differenziazione

Una volta raggiunta la sede di riparazione del danno vascolare, le EPCs devono integrarsi nel tessuto
endoteliale preesistente, proliferare e differenziarsi.

Il processo di differenziazione da progenitori endoteliali a cellule endoteliali mature comprende
l'adesione mediata dalle integrine alle componenti della matrice extracellulare, principalmente alla
fibronectina, seguita da proliferazione indotta da fattori di crescita. Le integrine giocano un ruolo
molto importante anche durante la differenziazione delle EPCs. L'espressione delle integrine sulla
superficie delle EPCs varia nel corso dei processo di maturazione: alcune integrine sono espresse solo
sulle EPCs “indifferenziate”, mentre altre sono espresse solo in stadi successivi della maturazione . Il
profilo di espressione delle integrine sulla superficie delle EPCs ¢ un processo dinamico; le integrine
vengono attivate e sono overespresse ai vari step del percorso che guida le EPCs dalla nicchia
midollare al sito di riparazione, e la loro espressione riflette 1'adattamento di queste cellule alla
diverse condizioni che regolano la loro mobilizzazione in circolo, il reclutamento, la migrazione
transendoteliale, 1'invasione e la differenziazione.

E stato dimostrato che la migrazione transendoteliale ¢ mediata soprattutto dall'integrina p-2. Le
integrine che legano la fibronectina sono espresse durante tutto il processo di differenziazione,
suggerendo che l'interazione diretta tra fibronectina ed EPCs sia indispensabile per la loro
maturazione (Balaji et al, 2013).

I principali fattori coinvolti nel processo di differenziamento sono i fattori di crescita angiogenici, che
comprendono la famiglia dei VEGF, il gruppo delle angiopoietine e fattori di crescita endoteliali. La
maturazione e l'acquisizione di un fenotipo endoteliale ¢ mediato dalla regolazione della
deacetilazione dell'istone del fattore trascrizionale HoxA.

Citochine e forze meccaniche sembrano iniziare una cascata di eventi che portera le cellule
progenitrici ad acquisire caratteristiche fenotipiche di cellule endoteliali. Il network molecolare che
regola la maturazione delle EPCs a cellule endoteliali pronte per essere integrate nell’endotelio ¢ in
gran parte sconosciuto.

La maturazione delle EPCs ¢ segnata dalla perdita di CD133/CD14 e dalla comparsa di markers
specifici quali il fattori di Von Willebrand. Tali modifiche dell'assetto fenotipico si verificano durante
la migrazione dalla periferia al monostrato endoteliale

Il processo di differenziazione in cellule endoteliali mature prevede inoltre la secrezione di fattori
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paracrini da parte delle EPCs, quali il VEGF, I’SDF-1, il fattore di crescita 1 insulinsimile (IGF-1), e
la proteina chemiotattica dei monociti 1 (MCP-1). Tutti questi fattori in combinazione tra loro
possono agire su differenti popolazioni cellulari portando ad una risposta globale che promuove sia

l'angiogenesi che la rigenerazione dei tessuti lesi (Balaji et al, 2013).

1.1.4 Coinvolgimento delle EPCs in patologie oncologiche

L'angiogenesi tumorale ¢ principalmente un processo mediato dalle cellule endoteliali, ed ¢ stato
ampiamente dimostrato assumere un ruolo cruciale nella crescita del tumore, invasione e metastasi.
Di conseguenza, la neovascolarizzazione tumore-associata rappresenta un obiettivo fondamentale
nella cancroterapia. Diversi meccanismi partecipano alla genesi vascolare patologica, in particolare
neoangiogenesi e vasculogenesi postnatale. Questi processi possono anche svolgere un ruolo
fondamentale nella resistenza agli agenti anti-angiogenici, che porta alla progressione del tumore. Le
cellule progenitrici endoteliali sono responsabili della mediazione della vasculogenesi; possono
differenziare in cellule endoteliali mature in risposta alla crescita del tumore, inducendo di

conseguenza l'invasione e la metastasi del cancro (fig. 2).
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Fig.2 Angiogenesi tumorale e coinvolgimento delle EPCs (de la Puente P,
2013).

L'identificazione delle EPCs ha provocato un cambiamento di paradigma riguardo alla conoscenza
sulla formazione della rete vascolare, introducendo il processo di vasculogenesi come un nuovo
meccanismo per la formazione dei vasi nel tumore.

La prima prova del contributo delle EPCs alla vasculogenesi cancro-indotta ¢ emersa dagli studi
svolti da Lyden e collaboratori, in topi mutanti con difetti nell'angiogenesi. E stato dimostrato che il

trapianto di midollo osseo da topi wild-tipe a topi knock-out, angiogenesi difettivi, ripristina la
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vascolarizzazione del tumore e la crescita di diverse linee cellulari tumorali, EPCs mediata (Lyden et
al, 2001).

Diversi studi suggeriscono che nei processi tumorali le EPCs potrebbero promuovere il processo
“angiogenic switch” sia attraverso meccanismi autocrini che paracrini. In particolare, l'attivita
paracrina ¢ di grande interesse clinico, perch¢ come dimostrato da Gao et al., il blocco della
mobilitazione delle EPCs dovrebbe causare una grave inibizione dell'angiogenesi, e quindi ridurre
notevolmente la progressione del cancro (Gao et al., 2008)

Pertanto, l'intervento nei meccanismi di vasculogenesi mediata dalle EPCs rappresenta un obiettivo
terapeutico estremamente interessante, in tutte le fasi della progressione del cancro, mediante la
sintesi di nuovi e piu efficaci farmaci anti-angiogenici.

Dato I'importante ruolo della vascolarizzazione in neoplasie umane, sono stati intrapresi numerosi
sforzi per identificare biomarcatori surrogati, che possano riflettere l'attivita vascolare/angiogenica
indotta dal tumore. Sono stati ampiamente studiati parametri quali la densita dei microvasi (MVD) e
il livello di espressione di VEGF, che sembrano essere ottimi indicatori diagnostici € prognostici in
oncologia clinica (Trivella M et al., 2007). In aggiunta a questi due marcatori, anche la
concentrazione di EPCs nel sangue periferico sembra essere un marcatore utile, proprio perché
potrebbe riflettere l'attivita di vascolarizzazione tumore-indotta.

Purtroppo 1 risultati dei diversi studi presentano incongruenze a causa della non uniformita delle
caratteristiche dei campioni di popolazione studiati, sia relativamente ai pazienti oncologici che ai
controlli sani. Pertanto, per convalidare il valore diagnostico delle EPCs ¢ necessaria una maggiore
uniformita nei criteri di selezione dei partecipanti allo studio, che tengano in considerazione numerosi
fattori di confondimento, quali ad esempio malattie cardiovascolari, metaboliche e differenti stili di
vita (tra cui fumo, esercizio fisico..) (Zhao SF et al., 2013).

L'efficacia dei trattamenti antitumorali ¢ solitamente valutata misurando gli effetti diretti sulla massa
tumorale e/o sulla sopravvivenza, ed ¢ per lo piu confinata a tecniche di imaging come raggi X,
tomografia computerizzata, risonanza magnetica e gli ultrasuoni (Eisenhauer EA et al., 2009).
Tuttavia, la valutazione di questi parametri non puo riflettere I'efficacia del trattamento antitumorale
nell'immediato e in maniera diretta; percio ¢ necessario un biomarcatore affidabile. Il potenziale di
EPCs nel monitoraggio della risposta ad un intervento terapeutico ¢ determinata distinguendo
l'impatto dei vari interventi (ad esempio, la chirurgia, la chemioterapia e radiazioni) su EPCs in
diversi tumori, tra cui il cancro al seno (Goon PK et al., 2009), il cancro del polmone (Pirro M et al.,
2013) il cancro ovarico (Kim YB et al., 2013) il cancro del colon-retto (Pohl M et al., 2011) il cancro
gastrico (Ha X, Zhao et al., 2013) e tipi misti (Roodhart JM et al., 2010).

Pertanto, le EPCs potrebbero essere utilizzati come potenziali indicatori della risposta clinica a vari

interventi, ma solo dopo la convalida da ulteriori studi clinici su larga scala.

115



Inoltre, sono necessari studi di base con 1 seguenti obiettivi: chiarire 1'origine, la funzione, e pathway
molecolari delle EPCs; migliorare l'identificazione, l'isolamento e la caratterizzazione molecolare

delle EPCs, ma soprattutto comprendere a fondo il processo di vascolarizzazione tumorale.

1.1.5 Coinvolgimento delle EPCs in patologie metaboliche

Le malattie metaboliche sono un gruppo di patologie, genetiche e non tutte di natura ereditaria, molte
delle quali non hanno ancora una diagnosi certa n¢ una terapia. Esse sono causate da un difetto nella
catena di funzionamento delle reazioni metaboliche, dove per un piccolissimo tassello una sostanza
pud non essere correttamente metabolizzata, pud accumularsi in eccesso interferendo con altre
funzioni, puo essere metabolizzata attraverso sistemi alternativi con la liberazione di intermedi tossici
oppure determinare un disturbo della crescita. E’ stato dimostrato che in presenza di alterazioni o
patologie metaboliche, il numero di progenitori endoteliali diminuisce, la loro funzionalita ¢
compromessa € viene a mancare l'equilibrio fisiologico, a favore di un aumentato rischio di sviluppo
di patologie cardiovascolari.

I dati combinati degli studi condotti sull'uomo e sugli animali hanno stabilito come l'insulino-
resistenza (IR), una tra le piu frequenti manifestazioni in patologie metaboliche, sia un determinante
importante della biodisponibilita di monossido di azoto (NO). L'IR comporta, infatti, diverse
alterazioni biochimiche, tra cui l'infiammazione e lo stress ossidativo, con conseguente aumento di
specie reattive dell'ossigeno, che riducono la biodisponibilita di NO e promuovono l'apoptosi (King
GL et al.,, 2004). Anche se gli effetti dell'IR sulla produzione di NO non sono stati studiati
direttamente, ¢ noto che il fattore di crescita VEGF stimola la produzione di NO attraverso
l'attivazione di PI3K, una chinasi coinvolta nei pathways di segnalazione di fattori di crescita e
citochine, che nell'lR si presenta fortemente down-regolata.

Studi recenti hanno dimostrato come l'insulino-resistenza colpisca le proprieta funzionali di EPCs.
Pazienti affetti da IR presentano un aumento della produzione di citochine infiammatorie, tra le quali
TNF-a, che inibisce la proliferazione e la differenziazione EPCs in vitro (Richard M et al., 2009).
Una delle condizioni maggiormente studiate ¢ l'effetto del diabete sulle cellule progenitrici
endoteliali. Diversi studi hanno concordano nell'affermare che, in pazienti con diabete di tipo 1 e 2,
le EPCs diminuiscono numericamente e risulta compromessa anche la funzione. Si ritiene che questa
condizione contribuisca all'insorgenza o alla progressione di micro o macroangiopatia. La riduzione
del pool di cellule progenitrici circolanti CD34" si verifica in una fase iniziale del diabete di tipo 2 e
pud essere dimostrata in soggetti con alterata tolleranza al glucosio. La deplezione di cellule

progenitrici persiste nel tempo e peggiora in pazienti con complicanze avanzate. Infatti, livelli di
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EPCs CD34" KDR" sono fortemente correlati negativamente al grado di complicazioni vascolari nel
diabete di tipo 2. E interessante notare che una piccola, ma significativa, riduzione di cellule
circolanti CD34" ¢ rilevabile in pazienti con condizioni di diabete non conclamato, con alterati valori
di glicemia a digiuno e ridotta tolleranza al glucosio, suggerendo che questo possa essere un
indicatore precoce nel corso naturale della malattia (Fadini GP et al., 2010).

In linea teorica, le cause della riduzione del numero delle EPCs circolanti nel diabete includono una
ridotta sopravvivenza, un'alterata mobilitazione dal midollo osseo e una differenziazione
compromessa. Uno studio ha dimostrato che lo stress ossidativo e la glucotossicita influenzano la
sopravvivenza delle cellule progenitrici in vitro: la presenza di glicazione induce disfunzioni e
apoptosi delle EPCs in coltura, interagendo con i pathways di segnalazione per la trasduzione del
segnale (Marchetti V et al, 20006).

Le EPCs sono state studiate in quasi tutte le complicanze diabetiche, con risultati coerenti tra i diversi
studi, che mostrano sia una disfunzione significativa e/o una riduzione del numero di cellule
progenitrici, sia complicazioni macrovascolari e microvascolari. Sebbene 1 metodi utilizzati in questi
studi siano molto diversi tra loro e talvolta analizzino sottopopolazioni differenti di EPCs, la
concordanza tra i risultati ¢ solida, e mostra chiaramente un difetto nelle EPCs nel contesto del
diabete.

Per quanto riguarda il comportamento delle EPCs in pazienti affetti da sindrome metabolica, esistono
studi e dati limitati. Nello studio condotto da Westerweel e collaboratori, si afferma che i livelli di
EPCs circolanti CD34'KDR" sono ridotti di quasi il 40% negli uomini obesi con sindrome
metabolica rispetto agli uomini non obesi (Westerweel P.E. Et al., 2008).

Nello studio di Jialal et al., sono stati indagati sia il numero che la funzionalita delle EPCs in un
campione piu ampio di soggetti con sindrome metabolica (n=46), di cui il 77% erano di sesso
femminile. In accordo con lo studio illustrato precedentemente nei maschi obesi, ¢ stata dimostrata
una significativa diminuzione del numero di EPCs, definite per la doppia positivita per i marcatori
CD34/KDR. Inoltre, in questo studio sono state valutate alcune delle proprieta delle EPCs, quali la
capacita di formare colonie, la migrazione e la formazione di tubuli (Jialal L. et al., 2010). Oltre alla
riduzione del numero, ¢ stata documentata una significativa compromissione della capacita
clonogenica delle EPCs, e una ridotta capacita di essere incorporate in strutture tubulari.

E necessario sottolineare che nessuno dei soggetti partecipanti ai due studi illustrati era affetto da
diabete o malattie cardiovascolari, nessuno utilizzava farmaci che influenzassero EPCs; questi dati,
per quanto limitati, suggeriscono percio che il danno nelle EPCs compare gia dalle prime
manifestazioni della sindrome metabolica, prima dello sviluppo del diabete o di malattie

cardiovascolari.
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1.1.6 Coinvolgimento delle EPCs nelle patologie cardiovascolari

Le malattie cardiovascolari (CVD) sono tra le principali cause di mortalita sia nei paesi sviluppati che
in quelli via di sviluppo. Poiché il danno endoteliale ¢ implicato nella patogenesi di malattie
cardiovascolari (aterosclerosi, trombosi e ipertensione) e considerando che le cellule endoteliali
mature possiedono limitate capacita di rigenerazione, vi ¢ un crescente interesse nei confronti delle
EPCs circolanti per la loro implicazione nel mantenimento dell'integrita endoteliale, nell'angiogenesi
e nella neovascolarizzazione postnatale (Shantsila E et al, 2007). L’endotelio rappresenta non solo
una barriera tra il sangue e le proteine subendoteliali della matrice ma impedisce anche I’infiltrazione
delle cellule infiammatorie, la formazione di trombi, modula il tono muscolare e controlla la
proliferazione della muscolatura liscia vascolare (Dzau et al, 2005).

Molti studi clinici hanno, infatti, messo in evidenza che la presenza di uno qualsiasi dei classici
fattori di rischio per malattia cardiovascolare (ipertensione arteriosa, dislipidemia, diabete mellito,
fumo, obesita) si associa ad una riduzione o disfunzione delle EPCs circolanti rispetto ai soggetti
controllo. I meccanismi molecolari alla base di tali alterazioni sono stati in parte chiariti. Ad esempio,
I’eccesso di angiotensina-II, di aldosterone, di low density lipoproteins (LDL) e il fumo agiscono
diminuendo il numero di EPCs tramite un meccanismo infiammatorio e pro-apoptotico, mentre
I’iperglicemia riduce sia la mobilizzazione sia la sopravvivenza delle EPC, in circolo (Fadini, 2010).
Sono state inoltre dimostrate correlazioni inverse tra il livello delle EPCs circolanti e altri biomarker
surrogati di rischio cardiovascolare, quali la proteina C reattiva, I’omocisteina e le LDL ossidate. E’
stato chiarito come, non solo i fattori di rischio si associno singolarmente a diminuzione delle cellule
progenitrici circolanti (CD34"), ma come 1’associazione di multipli fattori di rischio cardiometabolico
negli stessi pazienti si associ a una riduzione progressiva e sinergica del loro livello circolante.
Inoltre, pazienti con malattia vascolare aterosclerotica manifestano un’ulteriore diminuzione dei
livelli di EPCs (CD34 ' KDR" e CD34") rispetto ai pazienti senza segni di aterosclerosi conclamata, a
parita di fattori di rischio. Una lieve ma significativa riduzione delle EPCs circolanti si osserva anche
in soggetti apparentemente sani, ma che presentano un elevato spessore intima-media a livello della
carotide, indicando che le alterazioni delle EPCs sono un evento precoce e precedono lo sviluppo
clinico dell’aterosclerosi (Fadini, 2006). Il livello delle EPCs circolanti si pud a ragione ritenere
rispecchi in maniera sorprendente la storia naturale e la fisiopatologia della malattia aterosclerotica,
dalla comparsa dei fattori di rischio allo sviluppo delle sindromi cliniche. Le EPCs si configurano,
quindi, come un nuovo prototipo di biomarcatore di rischio cardiovascolare. Ad ulteriore supporto di
tale scenario, la letteratura propone tre studi longitudinali che dimostrano come il basso livello delle
EPCs circolanti rappresenti un predittore indipendente di eventi cardiovascolari in diverse

popolazioni di pazienti. Werner et al. nel 2005 hanno per la prima volta mostrato che il livello basale
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delle EPCs CD34 'KDR" predice negativamente lo sviluppo di un evento cardiovascolare maggiore a
distanza di 12 mesi in una popolazione di oltre 500 pazienti sottoposti a coronarografia,
indipendentemente dai fattori di rischio tradizionali e da altri potenziali marcatori di rischio, tra cui la
frazione di eiezione del ventricolo sinistro (Werner et al., 2005). Quasi contemporaneamente,
Schmidt-Lucke et al. dimostravano che il livello basale di EPCs CD34'KDR" ¢ un predittore
negativo indipendente di eventi cardiovascolari e/o di progressione dell’aterosclerosi in una
popolazione di 120 pazienti con diverso profilo di rischio durante un periodo di 10 mesi (Schmidt-
Lucke C et al., 2005). Piu recentemente Maruyama et al. hanno evidenziato il significato prognostico
del basso livello di cellule CD34" circolanti nei confronti di eventi cardiovascolari in una popolazione
di 216 pazienti con insufficienza renale cronica in dialisi, durante un periodo di 23 mesi (Maruyama
et al., 2008). Complessivamente questi studi, condotti su un numero cumulativo di quasi 1000
pazienti, confermano che il basso livello di cellule progenitrici circolanti rappresenta un biomarcatore
di rischio cardiovascolare in soggetti a medio-alto rischio. Il comportamento delle EPCs ed alcuni
meccanismi di patogenesi in cui sono coinvolte, sono stati chiariti in molte patologie cardiovascolari.
Tuttavia alcuni studi hanno mostrato risultati contrastanti, probabilmente dovuti alla definizione
variabile di EPCs. Infatti, i diversi studi indicano metodi differenti di identificazione, diversi tempi di
prelievo di sangue, diversa gravita della patologia di base, presenza di farmaci concomitanti e
comorbidita che possono influenzare il numero di EPCs circolanti e la loro funzionalita. Queste
discrepanze nei risultati dei diversi studi potrebbero essere causate dalla diversa gravita della
patologia dei pazienti reclutati, oltre alla non uniformita dei metodi di indagine applicati.

Quindi, le questioni in termini di isolamento e identificazione di EPCs, in particolare per quanto
riguarda la caratterizzazione di specifici marcatori di superficie per queste cellule, sono ancora
irrisolti. Questo rappresenta un grosso limite per la progressione e lo sviluppo di nuove terapie

farmacologiche.

1.2 IMPLICAZIONI TERAPEUTICHE

Le EPCs partecipano alla rigenerazione o alla riparazione del danno di strutture vascolari e di tessuti
extravascolari (ad esempio lo stesso miocardio). Non ¢ ancora stato definito il range di normalita
riguardo al numero di EPCs circolanti dei soggetti sani. Viceversa, ¢ stata studiata 1’influenza di
alcune condizioni patologiche sul numero di tali cellule, quali farmaci e fattori di crescita. L’infarto
acuto del miocardio, ad esempio, ¢ stato associato al rapido incremento di EPCs; traumi vascolari,
quali I’impianto di by pass coronarici, hanno prodotto una rapida, ma transitoria mobilizzazione di

tali cellule. Le prospettive al riguardo di un’applicazione clinica di queste cellule sono limitate
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dall’esiguo numero di elementi circolanti e dalle difficoltose procedure di isolamento. Sono, dunque,
in fase di studio e sperimentazione, diversi approcci sperimentali per indurre un aumento del numero
delle EPCs circolanti, tra cui una mobilizzazione VEGF-indotta e la transfezione di vettori virali
codificanti il gene del VEGF, il principale fattore angiogenetico conosciuto. Altri studi sono necessari
per chiarire il ruolo fisiologico delle EPCs e la conoscenza dei fattori che determinano il loro numero
e la velocita di turn-over, nonché dei meccanismi che ne regolano 1’adesione, la trasmigrazione e la

differenziazione in vitro € in vivo.

1.3 INSUFFICIENZA RENALE CRONICA (CKD) E DISORDINE MINERALE
E OSSEO (CKD-MBD)

La CKD (Chronic Kidney Disease o Insufficienza Renale Cronica) ¢ il processo fisiopatologico a
eziologia varia risultante nella riduzione della funzionalita renale, di entita sufficiente da rendere il
paziente dipendente in maniera permanente dalla terapia sostitutiva della funzione renale (dialisi o
trapianto). Puo essere determinata da qualsiasi importante causa di disfunzione renale, come malattie
primitive renali (es. glomerulonefriti, nefropatie ereditarie) o altre condizioni patologiche quali
diabete mellito e ipertensione, che portano ad un danneggiamento progressivo dell’organo. La
malattia progredisce con un deficit quantitativo della massa nefronica funzionante fino ad arrivare
all’insufficienza terminale (fase uremica). Nonostante non tutte le patologie presentino la stessa
velocita di evoluzione, tutte le nefropatie croniche possono esitare in CKD. Negli ultimi anni molti
studi hanno dimostrato che nei pazienti affetti da CKD si rilevano con elevata frequenza lesioni
aterosclerotiche e arteriosclerotiche, che espongono le persone affette ad un rischio di mortalita per
cause cardiovascolari maggiore del 50%.

Il termine Chronic Kidney Disease- Mineral and Bonde Disorder (CKD-MBD) ¢ un termine coniato
per definire un disturbo che coinvolge il metabolismo minerale e osseo indotto dall’insufficienza
renale cronica che si riflette tuttavia anche a livello sistemico, caratterizzato da tre manifestazioni
(presenti da sole o in associazione): anomalie di parametri di laboratorio (Ca, P, PTH e vitamina D)(
fig.3), anomalie ossee e calcificazione vascolare.

Le anomalie del metabolismo minerale non sono coinvolte solo nell’alterato rimodellamento osseo,
dove si osserva una diminuzione dell'attivita degli osteoblasti e della velocita di formazione ossea, ma
influiscono direttamente anche sul sistema cardiovascolare, causando calcificazioni ectopiche a
livello dei vasi. Inoltre, possono anche contribuire alla progressione del danno renale (Davies et al,

2005).
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Fig. 3: Anomalie nei parametri di laboratorio in pazienti affetti da CKD-MBD (M. Cozzolino et al.,
2010).

La CKD-MBD, insieme al rischio di calcificazione vascolare, comincia a manifestarsi precocemente
nel corso della storia clinica del paziente con insufficienza renale cronica, benché i parametri
biochimici di laboratorio non sempre permettono di avere un quadro completo della patologia.

I dati epidemiologici e sperimentali hanno identificato nell’iperfosforemia un’alterazione chiave per
lo sviluppo della CKB-MBD. L’incremento della fosforemia ¢ strettamente associato alla mortalita
cardiovascolare nei pazienti in fase sia dialitica che predialitica (Kestenbaum B, 2005). Le ricerche
sulle cellule muscolari lisce di arterie umane hanno permesso di capire che I’iperfosforemia stimola
I’espressione del cotrasportatore sodio-fosfato (PiT1) sulla loro membrana plasmatica. L uptake del
fosfato mediato da PiT1 innesca la produzione di fattori osteogenici (runx2, osteopontina, fosfatasi
alcalina, collagene tipo 1) e la transdifferenziazione in senso osteoblastico delle cellule muscolari
lisce vascolari, che diventano capaci di depositare idrossiapatite e collagene di tipo I, attivando, cosi,
il processo di calcificazione arteriosa (Jono S et al 2000). L’importanza di PiT1 per I’attivazione dei
processi di calcificazione ¢ stata dimostrata anche negli osteoblasti, che sono stimolati a formare osso
dall’uptake di fosfato da esso mediato (Yoshiko Y et al, 2007). Il fosfato plasmatico ¢ stato, percio,
identificato come il nemico da combattere per prevenire la mortalita cardiovascolare nella CKD-
MDB (Adeney et al, 2009). Tuttavia, diversi studi hanno dimostrato che altri fattori possono essere
coinvolti nella calcificazione indipendentemente dalla concentrazione del fosfato. Diversi dati
indicano come responsabile principale responsabile delle calcificazioni e dell’ipertrofia miocardica

nella CKD: il paratormone. Esso sembra influenzare direttamente la funzione dei miocardiociti e
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delle cellule muscolari lisce vascolari e, per questo, pud assumere un ruolo rilevante nel predisporre 1
pazienti agli eventi cardiovascolari. Percio, 1’enfasi cardiovascolare che viene attribuita oggi al
fosfato dai clinici e dai ricercatori deve lasciare spazio anche all’iperparatiroidismo, restituendo a
questa alterazione il giusto rilievo nella genesi della CKB-MBD (Chen NX et al, 2002).

E possibile osservare due tipi principali di disturbi ossei nei pazienti con insufficienza renale
terminale: I’osteodistrofia a elevato turnover, nota come osteite fibroso-cistica; e uno stato a basso
turnover caratterizzato inizialmente da osteomalacia e quindi da osteopatia adinamica.
L’osteodistrofia uremica a basso turnover potrebbe rappresentare la patologia ossea iniziale della
CKD, ma spesso non viene diagnosticata. Questa patologia ¢ caratterizzata da un netto calo del
turnover osseo dovuto a un ridotto numero di siti di rimodellamento attivi, la soppressione della
formazione di osso e un basso riassorbimento, con conseguente scarso rimodellamento osseo che
porta a osteopenia e osteoporosi. La maggior parte del tessuto osseo trabecolare ¢ coperta da cellule
di rivestimento, con scarsi osteoblasti e pochi osteoclasti. La struttura ossea ¢ in prevalenza lamellare
e la superficie di mineralizzazione ¢ marcatamente ridotta.

Dati recenti suggeriscono che l'alterato metabolismo minerale possa rappresentare un rischio
aggiuntivo per l'insorgenza di malattia cardiovascolare, nel caso di un sovraccarico concomitante di
alluminio o calcio a causa dell'inabilita dell'osso di tamponare i minerali in eccesso.

La malattia ossea ad alto turnover ¢ invece caratterizzata da una velocita elevata di riassorbimento e
formazione ossea, che avviene in risposta ad alti livelli di paratormone in circolo. In questa
condizione aumenta sia l’attivita degli osteoclasti che quella degli osteoblasti e questo tipo di
rimodellamento impedisce un’adeguata mineralizzazione dell’osso neoformato. La malattia ossea ad
alto turnover rappresenta I’anomalia ossea metabolica piu frequente nei pazienti con CKD. Nei
pazienti pre-dialisi, piu del 90% dei soggetti presentano questa forma di coinvolgimento osseo (Moe
et al, 2007). In conclusione, diversi i fattori patogenetici che intervengono nella CKD-MBD,
strettamente correlati tra loro: il deficit di Vitamina D, I’alterazione del metabolismo di calcio (Ca), la
ritenzione di ioni fosfato, un aumento eccessivo nella secrezione di paratormone (PTH), la presenza
di calcificazioni vascolari o dei tessuti molli, ’aumento dei livelli di Fibroblast Growth Factor 23

(FGF-23) e la diminuzione dell’espressione di Klotho (Pi M et al, 2013).

1.3.1 Deficit di vitamina D

La vitamina D ¢ un gruppo di pro-ormoni liposolubili costituito da 5 diverse vitamine: vitamina D1,

D2, D3, D4 e D5. Le due piu importanti forme nella quale la vitamina D si puo trovare sono la
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vitamina D2 (ergocalciferolo) e la vitamina D3 (colecalciferolo), entrambe le forme dall'attivita
biologica molto simile. Il colecalciferolo (D3), derivante dal colesterolo, ¢ sintetizzato negli
organismi animali, mentre 'ergocalciferolo (D2) ¢ di provenienza vegetale.

La vitamina D, ottenuta dall'esposizione solare o attraverso la dieta, ¢ presente in una forma
biologicamente non attiva e deve subire due reazioni di idrossilazione per essere trasformata nella
forma biologicamente attiva, il calcitriolo, che ha un ruolo centrale nella regolazione dell'omeostasi
del calcio.

L'esposizione della cute alla luce solare determina la trasformazione del 7-deidrocolesterolo,
precursore della vitamina D prodotto dai cheratinociti dell'epidermide, in colecalciferolo. Questa
previtamina entra in circolo mediante uno specifico trasportatore la Vitamin D Binding Protein
(DBP) e raggiunge il fegato dove subisce una prima reazione di idrossilazione nella forma 25-
idrossivitamina D [25(OH)D]. Per ottenere la forma biologicamente attiva della vitamina, ¢
necessaria una seconda reazione di idrossilazione, che avviene a livello del tubulo renale ad opera
dell'enzima a-1 idrossilasi, che trasforma la previtamina in calcitriolo. L'attivazione epatica ¢
substrato-dipendente, quindi regolata dalla quantita di vitamina D resasi disponibile dalle fonti
esogene ed endogene; l'attivazione a livello renale invece ¢ enzima-dipendente, quindi regolata dalla
disponibilita dell' a-1 idrossilasi che, a sua volta, ¢ influenzata dalle concentrazioni ematiche di
calcio, fosforo, paratormone e FGF-23 (Ganesh SK et al, 2003).

11 calcitriolo agisce secondo le caratteristiche proprie degli ormoni steroidei, legandosi ad un recettore
nucleare specifico (Vitamin D Receptor o VDR) che regola la trascrizione di numerosi geni. Il
complesso vitamina-D-VDR, dopo essersi legato al recettore dell'acido retinico, raggiunge un sito
sensibile sul DNA, chiamato vitamin D-response element o VDRE, in cui vengono modulati i
processi di trascrizione e di conseguente sintesi proteica. La sintesi proteica puo essere stimolata o
inibita dalla vitamina D in funzione della capacita di arruolare fattori trascrizionali co-attivatori o co-
repressori.

L'attivazione di questo recettore, localizzato su diversi organi quali intestino, cuore, 0sso, rene,
paratiroidi, ha come effetto biologico l'incremento dei livelli di calcemia giocando un ruolo
fondamentale nell'omeostasi del metabolismo minerale e osseo: a livello intestinale aumenta
l'efficienza dell'assorbimento intestinale di calcio del 30-40% e di fosforo circa dell'80% e a livello
renale aumenta il riassorbimento di calcio nel tubulo distale stimolando la sintesi di uno specifico
canale (Ogata H et al., 2007; Hruska K et al., 2010).

La progressione del danno renale ¢ associata alla riduzione della sintesi di calcitriolo e con
I’inadeguata clearance dei fosfati, fattori che contribuiscono ad alterare 1’omeostasi minerale (ad
esempio riducendo i valori di calcemia e incrementando la fosforemia).

La diminuzione dei livelli circolanti di calcitriolo inizia precocemente nell'insufficienza renale. La
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terapia di elezione in tal caso ¢ la correzione di questo deficit attraverso la somministrazione di
attivatori del recettore della vitamina D (VDRAs); la terapia a base di calcitriolo o di analoghi
selettivi come il paracalcitolo hanno mostrato un'azione cardioprotettiva e di rallentamento del danno
renale. La patologia cardiovascolare ¢ la principale causa di morte tra i pazienti con insufficienza
renale cronica, con l'ipertrofia ventricolare sinistra che rappresenta il piu potente fattore di rischio. Un
crescente numero di evidenze mostra un miglioramento della funzione del ventricolo sinistro in
seguito a terapia con VDRAs (Ganesh SK et al, 2003). La vitamina D modula la crescita, la
deposizione del collagene e la differenziazione dei cardiomiociti attribuendo ai VDRAs un ruolo
diretto nella fisiologia cardiaca.

La condizione uremica, inoltre, si associa ad uno stato infiammatorio cronico e all'aterogenesi, come
evidenziato dagli elevati livelli di markers inflammatori; la terapia con VDRAs inibisce la produzione
di citochine proinfiammatorie, riducendo il rischio di formazione e instabilita della placca
aterosclerotica.

Studi clinici recenti hanno dimostrato come il trattamento con VDRAs sia in grado di ridurre la
mortalita nei pazienti in emodialisi, sia generale che per cause cardiovascolari (Teng M. et al, 2005).
Ne consegue che una ridotta attivazione del VDR pud contribuire alla patogenesi della malattia

cardiovascolare nei pazienti con CDK.

1.3.2 FGF-23 e Klotho

Il fattore di crescita dei fibroblasti (FGF-23) e Klotho sono due fattori associati a diversi disturbi
metabolici. In topi kock-out per FGF-23 e Klotho sono stati osservati disturbi caratteristici
dell'invecchiamento tra cui vasculopatia cronica, demineralizzazione ossea, atrofia cutanea ed
enfisema (Bernheim J et al, 2011).

Recentemente ¢ stato dimostrato il ruolo di questi fattori nel controllo dell'omeostasi del metabolismo
minerale, in particolare a livello delle cellule paratiroidee e anche nella modulazione della produzione
della forma attiva della vitamina D, due funzioni compromesse in presenza di malattia renale cronica.
Il fattore di crescita dei fibroblasti ¢ una proteina di 32 kD espressa principalmente da osteociti e
osteoblasti e, in qualita di fosfatonina, ¢ uno dei principali regolatori dei livelli sierici di fosfato:
FGF-23 esercita il suo effetto ipofosfatemizzante agendo principalmente sul rene; esso aumenta
l'escrezione renale di fosfato riducendo l'espressione dei costrasportatori Na/P e riduce 1 livelli di
1,25(0OH) vitamina D inibendo l'enzima al-idrossilasi con un sistema PTH-dipendente (Kuro-o M,

2011).
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Con il progredire dell'insuffiecienza renale, I'escrezione del fosfato si riduce e si instaura, quindi,
iperfosfatemia, che causa a sua volta ’incremento della secrezione di FGF-23 da parte degli
osteoblasti.

La presenza della proteina Klotho ¢ essenziale affinché FGF-23 possa esercitare la sua azione poiché
aumenta moltissimo 1'affinita tra questa proteina e il suo recettore.

Klotho ¢ una proteina costituita da un dominio extracellulare, uno transmembrana ed uno
intracellulare ed ¢ espressa soprattutto a livello renale. Esiste in due forme: puo essere presente come
recettore di membrana, che regola la sintesi della forma attiva della vitamina D, oppure come
proteina in circolo, con attivita pleiotropiche tra cui l'inibizione del signalling indotto dai fattori di
crescita e la regolazione di canali ionici (Kuro-o M., 2006).

Alcuni studi mostrano che modelli murini deleti per la proteina Klotho mostrano un fenotipo simile
alla sindrome da invecchiamento prematuro presente nell'uomo, mentre una sovraespressione di
questa proteina provoca un aumento della longevita rispetto a topi wild tipe (Koro et al, 1997- Kurosu
et al, 2005).

Nella CKD-MBD I’espressione di Klotho diminuisce progressivamente, mentre i livelli di FGF-23
aumentano. La diminuzione dell'espressione di Klotho ¢ gia apprezzabile nella CKD di fase I e
precede 1’aumento di FGF-23. Per tali ragioni, alcuni autori ritengono Klotho il biomarker piu
precoce di CKD, secondo questa teoria il deficit di Klotho sarebbe I’evento iniziale che condurrebbe

all'alterazione del metabolismo minerale correlata alla CKD (Kuro-o M., 2011).

1.3.3 Alterato metabolismo di calcio

Nel corso della progressione della CKD-MBD 1 livelli di calcio diminuiscono gradualmente,
principalmente a causa del ridotto assorbimento intestinale secondario al deficit di calcitriolo. Bassi
livelli di calcio in forma ionica nel sangue costituiscono lo stimolo principale per la secrezione di
paratormone (PTH) e per l'insorgenza dell'iperparatiroidismo secondario. Una bassa concentrazione
circolante di calcio viene rilevata dalle cellule delle paratiroidi grazie al Calcium-Sensing Receptor
(CaSR), in grado di reprimere la secrezione di PTH e di rilevare le alterazioni nei livelli plasmatici di
calcio in forma ionica (Hruska et al, 2010).

Lo studio del CaSR nel tessuto osseo in topi knockout per il suo gene ha dimostrato che la sua
attivazione sostiene il turnover osseo, influenzando sia la fase del riassorbimento che la fase della
deposizione. Inducendo la differenziazione e I’attivita degli osteoblasti attraverso la promozione del

trofismo, la mineralizzazione e lo sviluppo osseo (Xue Y et al, 2012).
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L’ipocalcemia, durante la CKD-MBD, induce 1’aumento nei livelli di PTH circolanti attraverso
diversi meccanismi. Una stimolazione delle paratiroidi di breve durata induce I’esocitosi del PTH
contenuto nei granuli citoplasmatici. Una stimolazione piu lunga induce proliferazione delle cellule
deputate alla produzione dell’ormone, cui seguono alterazioni nei livelli di degradazione
intracellulare e la mobilizzazione di un pool di riserva secondario.

11 deficit di calcitriolo comporta una sottoregolazione dei CaSR espressi dalle paratiroidi, le quali non
sono piu in grado di rispondere al carico di calcio nelle fasi avanzate di CKD e
nell’iperparatiroidismo refrattario (Larsson TE, 2010).

Oltre all’iperparatiroidismo, le alterazioni nel metabolismo del calcio sono coinvolte in diversi
disordini ipertensivi, quali I’ipertensione essenziale e gestazionale. Nella CKD, il deficit di calcio

contribuisce a mantenere un’elevata pressione arteriosa (Ogata H et al., 2007).

1.3.4 Ritenzione di ioni fosfato

L’iperfosfatemia, tra le anomalie dei parametri di laboratorio tipiche della CKD-MBD ¢ quella con
l'associazione piu forte con mortalita cardiovascolare.

Fisiologicamente, gli ioni fosfato vengono liberamente filtrati dal rene a livello glomerulare e
vengono riassorbiti dal tubulo prossimale attraverso l'azione di un cotrasportatore sodio-fosfato
(NaPi). Con il progredire dell'insufficienza renale, la funzione di filtrazione del rene viene
gradualmente compromessa, con un conseguente aumento dei livelli sierici di ioni fosfato. La
ritenzione di fosfato gioca inoltre un ruolo principale nella patogenesi dell'iperparatiroidismo
secondario, in quanto il fosfato stimola direttamente la sintesi di PTH, la secrezione e la
proliferazione delle cellule paratiroidee, stabilizzando il mRNA dell’ormone e aumentandone in
questo modo la sintesi. Tale effetto sembra essere diretto, indipendente dai livelli di Ca e vitamina D
e dai rispettivi recettori. Il fosforo ¢ implicato anche nell’iperplasia della paratiroide, che puo
rappresentare il legame tra iperfosfatemia ed iperparatiroidismo secondario (Ogata H et al, 2006).

E stato dimostrato che il fosforo circolante in eccesso, tende a legarsi al calcio e a formare sali di
fosfato di calcio che si depositano a livello dei tessuti molli e nella parete dei vasi, favorendo
I’irrigidimento della parete vascolare, la riduzione del calibro luminale e la trasformazione delle
cellule muscolari lisce dei vasi in cellule dal fenotipo osteoblastico (Ogata H et al, 2007). L’aumento
di fosfato intracellulare, mediato dal costrasportatore PiT1, stimola negli osteoblasti e nei condrociti
la produzione di proteine collageniche e non e I’espressione di geni osteoblasto-specifici come
Osf2/Cbfa-1. Cbfa-1, a sua volta, regola 1’espressione del gene dell’osteocalcina (OCN), uno dei

fattori piu importanti dell’osteoblastogenesi (Cozzolino et al, 2005).
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In fine, il fosforo agisce, con un meccanismo non ancora del tutto chiaro, sulla via di segnale che si
origina dall’interazione tra TGF-a (Transforming Growth Factor o) ed Epidermal Growth Factor
Receptor (EGFR).

Nonostante il ruolo centrale del fosforo nella calcificazione ectopica, non tutti i chelanti del calcio

hanno dimostrato la stessa efficacia nel ridurre il rischio di questa condizione (Cozzolino et al, 2003).

1.3.5 Iperparatiroidismo secondario

Nei pazienti con CKD, I’iperparatiroidismo secondario consiste in un'aumentata secrezione di PTH
ed ¢ una delle alterazioni pit comuni e importanti del metabolismo minerale.

L'aumento del PTH determina un aumento dei processi di rimodellamento osseo, ma nell'uremia si
osservano anche acidosi metabolica e carenza di vitamina D, entrambe responsabili dell'insorgenza di
difetti della calcificazione della matrice ossea.

L’importanza del PTH nello sviluppo dell’arteriosclerosi calcifica ¢ stata messa in evidenza dai
risultati di uno studio su ratti uremici paratiroidectomizzati trattati con dosi sovrafisiologiche di PTH.
Questi ratti sono stati divisi in due gruppi sottoposti 1’'uno a dieta ricca e 1’altro a dieta povera di
fosfato per 52 giorni. Entrambi i gruppi sviluppavano calcificazioni nella tonaca media dell’aorta e
delle coronarie, sebbene solo i ratti a dieta ricca di fosfato presentassero iperfosforemia (Neves KR et
al, 2007). I1 PTH puo, percio, innescare il processo di calcificazione arteriosa nell’animale uremico
indipendentemente dalla presenza di iperfosforemia. Purtroppo, in questo modello animale, non sono
stati studiati 1 meccanismi cellulari della calcificazione e non sono, percio, note le modificazioni
indotte dal PTH nelle cellule muscolari lisce.

Mentre questi risultati hanno evidenziato i risvolti negativi sul deterioramento arterioso della
somministrazione prolungata del PTH, altri studi in diversi modelli animali hanno osservato una
risposta vasodilatatoria alla somministrazione acuta di PTH. Questa risposta ¢ stata attribuita
all’attivazione dell’adenilato ciclasi nelle cellule muscolari lisce, che induce I’inibizione della
permeabilita dei canali L voltaggio-dipendenti all’influsso di calcio dal fluido extracellulare. La
risposta vasodilatatoria che segue alla somministrazione di PTH potrebbe anche essere spiegata
dall’attivazione della sintesi dell’ossido nitrico endoteliale che, I’ormone ¢ capace di indurre a livello
endoteliale (Rashid G et al, 20006).

Sono diversi i fattori che contribuiscono ad un’aumentata secrezione di PTH: iperfosforemia,
ipocalcemia e produzione ridotta di calcitriolo, sia direttamente che indirettamente, attraverso

I’azione di FGF-23. I fattori descritti contribuiscono all’ipertrofia e alla proliferazione delle cellule
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della paratiroide, che comportano lo sviluppo di un’iperplasia prima diffusa e poi nodulare.

E noto che lo sviluppo di iperplasia nodulare ¢ associata alla sottoregolazione del VDR e del CaSR,
ma gli eventi iniziali che portano allo sviluppo di iperplasia sono ancora da chiarire. Nella maggior
parte dei casi 1 pazienti con iperplasia nodulare sono refrattari alla terapia: il trattamento con analoghi
della vitamina D non solo ¢ inefficace, ma addirittura aumenta il rischio di formazione di
calcificazioni vascolari. Concentrazioni elevate di PTH rappresentano una delle principali tossine
uremiche e sono coinvolte nell’insorgenza di diverse complicanze dell’uremia, come ipertensione,

alterazione del metabolismo lipidico e intolleranza glucidica (Fukagawa et al, 2006).

1.4 COINVOLGIMENTO DELLE EPCs NELLA CKD-MBD

I pazienti con fattori di rischio cardiovascolare come ipertensione, preeclampsia, fumo,
invecchiamento, sindrome metabolica e diabete di tipo I e di tipo II mostrano un numero di EPCs
circolanti inferiore, con funzionalita angiogenica compromessa e ridotta capacitd migratoria in
risposta al fattore chemotattico SDF-1 (Sugawara J et al., 2005). Anche in pazienti con insufficienza
renale cronica (CKD) si riscontra una riduzione del numero di EPCs circolanti e una ridotta
funzionalita (Choi JH et al., 2004).

Questi difetti nei progenitori endoteliali sembrano instaurarsi precocemente nel corso della malattia.
Alcuni studi mostrano come un numero ridotto e una funzionalitd aberrante di cellule CD34"
circolanti si riscontrino anche nella CKD di fase I, con un peggioramento con la progressione a stadi
piu avanzati. La maggior parte degli studi sui pazienti in emodialisi hanno riscontrato riduzione del
numero e alterata funzionalita delle EPCs (Schlieper G et al, 2008).

Tuttavia, sia la dialisi che il trapianto di rene sembrano avere un effetto positivo, ma non
normalizzante, sulle EPCs.

Sebbene sia noto che la funzionalita delle EPCs ¢ compromessa nella CKD, i meccanismi di
patogenesi non sono invece ancora del tutto chiari. Una possibile spiegazione potrebbe essere data dal
fatto che la CKD ¢ associata ad elevati livelli di dimetilarginina asimmetrica, un inibitore endogeno
dell'ossido nitrico sintasi endoteliale; quest'enzima, prodotto dalle cellule endoteliali, diffonde in
parte nel compartimento ematico, riducendo I’aggregabilita delle piastrine e ’adesivita dei leucociti
alle pareti dei vasi sanguigni, e, in parte, raggiunge la sottostante muscolatura liscia vascolare
inducendone il rilascio. I conseguenti effetti anti-aggreganti, anti-inflammatori ed anti-ipertensivi
sono ritenuti di grande importanza nella prevenzione dell’aterosclerosi. Inoltre, anche il diabete, una

condizione frequente in pazienti CKD, ¢ associato ad una carenza di ossido nitrico derivato da un
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deficit dell'ossido nitrico sintasi endoteliale (Fadini, 2012) (Fig. 4).

Un altro potenziale meccanismo che causa la disfunzione delle cellule progenitrici endoteliali
potrebbe essere la condizione di infiammazione; infatti, diversi markers infiammatori come
l'interferone, l'interleuchina-6 o proteina C-reattiva hanno implicazioni nell'alterazione della
funzionalita delle EPCs, andando ad interferire con i pathways molecolari che inducono senescenza e
apoptosi (Fujii H et al., 2006).

Inoltre, diversi agenti, tra cui l'angiotensina II e lipoproteine a bassa densita sono coinvolti
nell'apoptosi dei progenitori tramite induzione dello stress ossidativo e riduzione dell'attivita
telomerasica (Imanishi T et al., 2005).

L'uremia, o alcune delle tossine uremiche, come omocisteina, ad esempio, possono inibire la
differenziazione e la funzionalita delle cellule progenitrici (Chen JZ et al., 2004).

Infine, le complicazioni di CKD come la mancanza di eritropoietina o iperparatiroidismo secondario,

possono anche contribuire alla disfunzione dei progenitori midollari (Mohandas R et al., 2010)
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Fig. 4: progressione della placca aterosclerotica e livello delle EPCs (Fadini, 2012)

L'importanza del microcircolo renale come meccanismo di difesa contro il danno renale progressivo e
le recenti osservazioni che le EPCs possono funzionare come sistema di rigenerazione (micro)
vascolare endogena, suggeriscono che la terapia a base EPCs possieda un potenziale terapeutico
importante nella malattia renale. Tali strategie terapeutiche possono includere la somministrazione di
EPCs autologhe, ma potrebbero anche mirare alla valorizzazione della mobilitazione delle EPCs, al
reclutamento e all'homing, ovvero alla migrazione verso il sito di neovascolarizzazione. In definitiva
questo puo portare a nuove strategie per migliorare la capacita rigenerativa del rene (Goligorsky MS

et al., 2009)
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2. SCOPO DELLA TESI

La CKD-MBD ¢ associata ad un rischio maggiore di sviluppare eventi cardiovascolari a causa dello
scompenso del metabolismo minerale che si riflette a livello sistemico. Le anomalie del metabolismo
minerale non sono coinvolte solo nell’alterato rimodellamento osseo, ma influiscono direttamente sul
sistema cardiovascolare, causando calcificazioni ectopiche a livello dei vasi (Fadini, 2012).

Nel paziente affetto da insufficienza renale cronica esistono fattori specifici che incidono fortemente
sulla morbosita e mortalita per cause cardiovascolari, fra cui: lo stress ossidativo, 1’eta dialitica, la
disfunzione endoteliale, I’inflammazione cronica.

Diversi studi hanno sottolineato il coinvolgimento dei progenitori endoteliali (EPCs) nella
progressione della malattia aterosclerotica correlandolo all'espressione di osteocalcina (OCN),
marcatore di calcificazione e ossificazione (Lieben et al, 2013).

Inoltre, ¢ stata descritta nella CKD-MBD la presenza di un numero ridotto di progenitori di cellule
endoteliali, con funzionalitda compromessa (Fadini, 2012).

Attualmente, il ruolo delle EPCs nella formazione delle calcificazioni vascolari nei pazienti in
trattamento emodialitico sostitutivo non e stato ancora chiarito.

Il presente lavoro si propone una serie di obiettivi correlati e consequenziali tra di loro:

1. contribuire a descrivere i meccanismi patogenetici implicati nella disfunzione delle EPCs nel
paziente con CDK-MBD in trattamento sostitutivo emodialitico, attraverso una

caratterizzazione fenotipica piu accurata e mirata delle EPCs;

2. studiare il possibile fenotipo pro-calcifico delle EPCs attraverso la valutazione
dell’espressione di osteocalcina (OCN) in pazienti trattati e non trattati con analoghi della

vitamina D (VDRASs);

3. studiare I’espressione del recettore della vitamina D (VDR) su EPCs, in pazienti trattati con

VDRAS e non trattati, tale trattamento ha effetti positivi sul sistema cardiovascolare;

4. valutare se vi ¢ un’espressione contemporanea di OCN e VDR sulle EPCs, per comprendere
che tipo di fenotipo acquisiscono in pazienti affetti da CDK-MBD trattati e non trattati con

VDRAs.

5. Caratterizzare il micro ambiente sierico dei paziente attraverso il monitoraggio di fattori
coinvolti nell’omeostasi vascolare e valutarne come I’ambiente uremico possa o meno

contribuire al fenotipo e alla mobilizzazione delle EPCs
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3. MATERIALI E METODI

3.1 PAZIENTI

In un arco temporale di 12 mesi sono stati reclutati 52 pazienti caucasici in trattamento emodialitico
da almeno sei mesi. Di questi, 17 erano stati sottoposti a terapia con calcitriolo (eta: 61,67 + 12,28) ,
18 con paracalcitolo (eta: 58,92 = 11,92), e 17 (eta: 62,46 = 15,07) non ricevevano alcuna terapia con
agonisti del recettore della vitamina D (VDRAS). I pazienti effettuavano lo stesso regime di terapia
da almeno sei mesi prima dell’inclusione e un trattamento emodialitico standard tre volte alla
settimana, con 1’utilizzo di una membrana di polisulfone.

Venticinque soggetti sani sono stati arruolati come gruppo di controllo (eta: 37,4 + 9,22).

I criteri di inclusione comprendevano: eta superiore ai 18 anni, stabilita clinica per almeno i tre mesi
precedenti ’inizio dello studio e una fistola arterovenosa funzionante come accesso vascolare. Sono
stati considerati criteri di esclusione la presenza di infezioni attive, eventi cardiovascolari recenti (nei
sei mesi precedenti I’arruolamento), neoplasie, sanguinamento attivo, fratture ossee durante gli ultimi
12 mesi, malattia di Paget, terapia con bifosfonati, dislipidemia, ipertensione, terapia con ACE
inibitori o antagonisti del recettore dell’angiotensina II, terapia con calcio mimetici.

Per ogni paziente sono stati raccolti parametri demografici: anni e sesso, parametri clinici: patologia
di base, eta dialitica e durata di CKD, e parametri biochimici al momento dell’inclusione: proteina C-
reattiva, emoglobina, ematocrito, creatinina plasmatici, colesterolo totale, trigliceridi calcio, fostatasi
alcalina ed ossea, fosfato, magnesio, albumina, protidemia, fosfatasi alcalina, glicemia, profilo
lipidico, fibrinogeno, emoglobina, ematocrito, ferro, paratormone e 25(OH)D tramite metodiche di
routine.

Dal momento che i livelli di 25(OH)D cambiano con I’esposizione solare, ¢ stata valutata la media di
almeno tre misurazioni nel periodo di un anno. Come anche per i parametri: PTH, calcio, fosforo,
emoglobina, reticolociti e proteina C-reattiva.

I pazienti sono stati sottoposti a Multislice Spiral Computed Tomography (MSCT) per valutare il
grado di calcificazioni coronariche. La valutazione ¢ stata effettuata con lo strumento Somatom
Sensation 16 Cardiac (Siemens, Forchheim, Germany), mentre il valore di calcium score di ogni
paziente ¢ stato determinato usando un software specifico (Syngo Ca-score; Siemens) in accordo con
il sistema di Agatston.56

Il sangue periferico, per le analisi biochimiche, citometriche, Luminex ed ELISA, dei soggetti
partecipanti allo studio ¢ stato prelevato, solo previo espresso consenso informato dell'interessato,

prima dell’inizio della sessione dialitica eliminando i primi ml di sangue, per evitare contaminazioni,
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prodotte dall’ago, di cellule endoteliali residenti.
Lo studio ¢ stato approvato dal comitato etico locale (S.Orsola-Malpighi, Bologna, Italia numero di
protocollo: 053/2010 / O / Oss, data di approvazione:14/9/2010) e i soggetti reclutati allo studio

hanno letto e firmato il consenso informato in accordo con la Dichiarazione di Helsinki.

3.2 ANALISI CITOFLUORIMETRICA

L’analisi citofluorimetrica ¢ stata utilizzata per definire e quantificare cellule con fenotipo
CD34'CD45°CD133*KDR'VDR* e CD34'CD45CD133"KDR OCN™. Il protocollo usato & stato
modificato e migliorato da Cinciolo et al. 2013. Nell’analisi non sono stati usati anticorpi secondari e
alla marcatura ¢ stato aggiunto DRAQ-5, intercalante del DNA, in grado di escludere dall’analisi
finale sia i detriti che le piastrine giganti (Kraan J et al. 2012).

Circa 40 ml di sangue periferico sono stati prelevati dai pazienti e dai soggetti sani in provette
Vacutainer contenenti EDTA. I campioni dei pazienti dializzati sono stati prelevati prima dell’inizio
dell’emodialisi per escludere ogni possibile influenza della dialisi sulle cellule. Il sangue ¢ stato
diliuto con tampone fosfato salino (PBS) 1:2 e successivamente tramite centrifugazione su gradiente
di densita in Ficoll Paque PLUS (GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, Sweden) sono state
isolate le cellule mononucleate del sangue (PBMC). Quest’ultime sono state fissate e permeabilizzate
utilizzando Inside Stain Kit (Miltenyi Biotech) seguendo le istruzioni della ditta produttrice. Questo
step ¢ stato fondamentale per consentire 1’accesso del anticorpo per il recettore nucleare VDR
all’interno della cellula.

Gli anticorpo VDR e OCN erano entrambi marcati con fluoroforo FITC, per tale ragione sono state
preparate due sospensioni da 100 pl contenenti 2x10° cellule fissate e permealizzate. Una ¢ stata
utilizzata per la marcatura per VDR, mentre un’altra ¢ stata impiegata per 1’analisi dell’espressione di
OCN. Entrambi le sospensioni, sono state incubate per un ora a temperatura ambiente con i seguenti
anticorpi: 20 pl di CD34-PerCP (BD Biosciences), 5 pl di CD45- PE-Cy7 (BD Biosciences), 20 pl di
CD133-APC (Miltenyi Biotec), 10 pl di KDR-PE (R&D Systems) e 20 ul VDR (Biorbyt Limited)/
OCN (Biorbyt Limited). Le cellule sono state, in fine, risospese in 1 ml di buffer di lettura e incubate
per 30 minuti con 0,5 ul di DRAQ-5.

Cellule marcate con controlli isotipici e privi di anticorpi sono state usate come controlli negativi di
fluorescenza.

Sono stati acquisiti 200.000 eventi per provetta utilizzando un citofluorimetro FACSaria (Becton
Dickinson). L'analisi dei dati ¢ stata effettuata tramite il software dedicato, CellQuest (Becton

Dickinson).
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3.3 TEST ELISA

Il test ELISA ¢ stato effettuato su tutti i campioni di plasma dei pazienti e dei volontari sani arruolati
nello studio, per analizzare I’andamento di Klotho. L’analisi ¢ stata effettuata utilizzando il kit
ELISA commerciale (Cusabio, Catalog No.: CSB-E13235h), seguendo le istruzioni della ditta
produttrice.

Ogni campione ¢ stato analizzato in triplicato. I risultati, espressi in densita ottica, sono stati
interpolati a una curva standard generata a partire da campioni a concentrazione nota (forniti

all’interno del kit).

3.4 ANALISI LUMINEX

L’analisi Luminex ¢ stata eseguita su tutti i campioni dei pazienti e dei volontari sani arruolati, per
analizzare contemporaneamente molteplici biomarker coinvolti nell’inflammazione, nei processi
cardiovascolari e di mineralizzazione. Le analisi sono state effettuate con il sistema Luminex
MAGPIX ® (Millipore Corp, Billerica, MA), seguendo le istruzioni della ditta produttrice sono stati
utilizzati kit commerciali per la quantificazione del: fattore di crescita dell’endotelio vascolare
(VEGF)(Milliplex Map Human Cytokine/Chemokine Magnetic Bead Panel, Cat #: HCYTOMAG-
60K, Kit lot #: 2439427), osteocalcina (OC), osteoprotegerina (OPG), osteopontina (OPN),
Dickkopf-related protein 1 (DKK1), Fibroblast Growth Factor 23 (FGF-23), interleuchina-6 (IL-6),
paratormone (PTH) e Tumor necrosis factor-o (TNF- o) (Milliplex Map Human Bone Magnetic, Cat.
#: HBNMAG-51K , Kit lot #: 2439417) e infine fetuina (Milliplex Map Human CVD Panel 3
Magnetic, Cat. #: HCVD3MAG-67K , Kit lot #: 2439420).

Per ogni soggetto sono stati raccolti 2 ml di plasma. Per 1’analisi sono state preparate le soluzioni
standard per la curva di calibrazione e i controlli di qualitd seguendo le istruzioni della ditta
produttrice. In piastra da 96 pozzetti sono stati caricati gli standard (7) ottenuti mediante diluizioni
seriali, 1 controlli di qualita, il background, i campioni (diluiti 1:2) e le biglie magnetiche. I kit sono
stati incubati overnight, in modo da permettere il legame tra anticorpo e analita di interesse. Dopo
aver effettuato 3 lavaggi per eliminare le sostanze non legate, a ciascun pozzetto ¢ stato aggiunto un
cocktail anticorpo biotinilato specifico per gli analiti di interesse. In seguito,¢ stato aggiunto in ogni
pozzetto streptavidina-ficoeritrina coniugato (streptavidina-PE), che lega gli anticorpi biotinilati di
rilevamento. Un lavaggio finale ¢ stato effettuato per rimuovere streptavidina-PE non legata e le
biglie sono state risospese in 100ul di soluzione Sheath Fluid. Infine ¢ stata effettuata la lettura delle
piastre tramite il sistema Luminex MAGPIX ®. L'analisi dei dati ¢ stata effettuata tramite il software

dedicato Analyst 5.1 PLUS ( Milliplex®).
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3.5 ANALISI STATISTICA

I partecipanti allo studio sono stati suddivisi in due gruppi in base al trattamento con agonisti del
recettore della vitamina D (VDRASs) e confrontati con controlli sani nei test demografici e di
laboratorio con t-test 0 ANOVA seguita da post-hoc per confronti a coppie, con test di Tamhane per
le variabili continue e test del Chi-quadro per le variabili categoriali. E’ stata eseguita una

trasformazione log dei valori di laboratorio per normalizzare le variabili.

Le analisi di regressione lineare multipla sono state effettuate per analizzare la relazione del CPE con

il trattamento, e tutte i markers quantificati.

Tutte le analisi sono state effettuate utilizzando SPSS, versione 20.0.
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4. RISULTATI

4.1 CARATTERISTICHE DEI SOGGETTI ARRUOLATI NELLO STUDIO

Le caratteristiche demografiche, cliniche e biochimiche dei pazienti e volontari sani arruolati nello

studio sono presentate in tabella 1. Sono stati analizzati 23 casi controllo (A), 35 pazienti in

emodialisi e sottoposti a terapia con VDRAs (B), e infine 18 pazienti in emodialisi non sottoposti a

terapia con VDRAs (C).

I pazienti arruolati non presentavano patologie cardiache, patologie ateroslerotiche celebro vascolari

e vasculopatie periferiche.

Pazienti
Caratteristiche x-squared / Post Hoc
Volontari trattati non trattati Kruskal-Wallis : Comparison
(media + SD) sani con VDRAs VDRAs .
A) (B) ©) p-value Kruskal - Wallis
Genere (%femminile) 52.2% 31.4% 38.9% ns \
Diabete (% presente) 0.0% 20.0% 33.3% 0.016 A<B,C
Eta 37.4+9.2 60.3£12.0 62.5+15.2 <0.001 A<B,C
Eta dialitica (mesi) \ 2594334 20.5+£20.1 ns \
Durata CKD (mesi) \ 64.5+65.1 75.6+83.0 ns \
Coronaro_tc \ 411.7+644.0 1062.3+1386.8 ns \
Trattamento con EPO (UI) \ 15222.22 + 8556.07 15333.33 £ 7584.45 ns \
Hb 14.2+1.3 10.9+1.2 10.8+1.4 <0.001 A>B,C
pCreat 0.8+0.2 9.8+3.0 9.1+3.6 <0.001 A<B,C
HDL 43.6+8.6 42.9+14 37.5+15.1 ns \
LDL 119.4£13.9 90+33.0 82.2+35.4 <0.001 A>B,C
Ca 9.1+0.4 8.7+0.6 8.5+0.4 <0.001 A>B,C
P 4.6+0.9 5.5+1.6 5.2+1.3 ns \
albumina 4.7+0.5 4.1£0.3 3.7+0.3 <0.001 A>B>C
FA 107+16.2 91.6+£68.3 73.9+37.0 <0.001 A>B,C
ferro 81.4+36.9 54.7+£21.4 43.3+24.4 <0.001 B>C
ferritina 143.5+£57.8 216.74224.3 320.7+307.4 ns \
PTH 47.9+18.4 314.3+£200.8 157.6+£95.7 <0.001 B>C>A
per 0.8+0.2 0.5+0.8 1.2£1.5 <0.001 B<A,C
BAP 14.4+8.3 20.2+15.8 14.8+8.0 ns \
250H 46.4+21.5 17.3+9.9 18.9£11.8 <0.001 A>B,C

Tab. 1: caratteristiche demografiche e cliniche dei gruppi in studio

Inoltre, in tabella 2, ¢ rappresenta la media delle ultime tre quantificazioni biochimiche nei pazienti in

emodialisi trattati con VDRASs (B) e in pazienti in emodialisi non sottoposti a terapia con VDRAs (C)
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al momento del reclutamento allo studio.

Pazienti
tich 4/ Kruskal Post Hoc
Caratteristiche trattati non trattati X-square ruskal- Comparison
(media + SD) con VDRASs VDRASs Wallis : p-value )
(B) (C) Kruskal - Wallis
Ca M 8.8+0.6 8.7+0.6 ns \
P M 5.5+1 5.4+1.4 ns \
PTH M 337.5£191 189.4+128.5 0.002 B>C
VitD M 16.5£9.5 17.7£10.9 ns \
Hb M 10.7£1.2 10.9£1.0 ns \
Ret M 1.9+0.7 2.1+0.6 ns \
PCR_ M 0.8+1.0 0.8+0.5 ns \

Tab. 2: caratteristiche cliniche dei gruppi in studio

4.2 EPCs CD133""OCN""VDR"* AUMENTANO IN PAZIENTI CON CKD-MBD

Tramite citofluorimetria a flusso sono stati quantificati i progenitori endotelilali a fenotipo CD133""
CD34'CD45KDR'OCN™" ¢ VDR, nei soggetti sani, nei pazienti in trattamento sostitutivo
emodialitico. I risultati sono riportati in medie con relative deviazioni standard, la significativita sono
state calcolate tramite test non parametrico Kruskal-Wallis.

Nei pazienti in trattamento sostitutivo emodialitico il numero di progenitori endoteliali esprimenti
CD133 (Fig. 4A) e con fenotipo CD34 CD45KDR" non esprimenti OCN ¢& significativamente piu
alto rispetto ai soggetti sani (20.42 £14.33 vs 12.82 +8.45 p=0.04). Anche progenitori esprimenti
OCN sono significativamente maggiori in pazienti in emodialisi rispetto ai soggetti sani (20.23
+14.15 vs 12.57 +£8.51 p=0.034).

Progenitori con fenotipo CD133°CD34 CD45' KDR " non esprimenti OCN (Fig. 4B) (21.11 +£16.54 vs
12.91 £7.93 p=0.068) sono numericamente maggiori nei pazienti in emodialisi rispetto ai soggetti
sani ma non raggiungono la significativita. Mentre progenitori esprimenti OCN sono
significativamente maggiori in pazienti in emodialisi rispetto ai soggetti sani (20.32 £16.04 vs 11.70

+7.34 p=0.021).
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Fig. 4: (A) EPCs precoci con fenotipo CD133'CD34"CD45KDR" OCN™, (B) EPCs tardive con fenotipo CD133
CD34'CD45KDR" OCN™"

Sono state quantificate, inoltre, nei soggetti sani e nei pazienti dializzati progenitori marcati con VDR
(Fig. 5). Progenitori endoteliali esprimenti CD133 (Fig. 5A), con fenotipo CD34 CD45' KDR VDR’
(21.75 +£15.53 vs 12.8 £9.2 p=0.017) e quelli CD34 CD45KDR"VDR" (21.75 +15.53 vs 12.7 £9.29
p=0.016), sono significativamente superiori in pazienti in dialisi rispetto ai soggetti sani. Lo stesso
andamento ¢ riscontrabile anche per quanto concerne progenitori endoteliali non esprimenti CD133
(Fig. 5B) con fenotipo CD34'CD45KDR'VDR™ (22.23 1826 vs 12.39 £10.25 p=0.014) ed
esprimenti VDR (21.96 +£18.25 vs 11.78 £9.88 p=0.011).
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Fig. 5: (A) EPCs precoci con fenotipo CD133°CD34"CD45KDR” VDR, (B) EPCs tardive con fenotipo CD133
CD34'CD45KDR" VDR
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4. 3 EPCs CD133""OCN""VDR"" AUMENTANO IN PAZIENTI TRATTATI
CON VDRAs

I pazienti in emodialisi analizzati sono stati suddivisi tra soggetti trattati con attivatori del recettore
della vitamina D (VDRAs): calcitriolo o paracalcitriolo, e pazienti che non ricevevano tale terapia.
Questo per valutare I’influenza della terapia sul numero dei progenitori endoteliali circolanti. In
figura (Fig. A e B) sono mostrati progenitori endoteliali precoci esprimenti CD133. I progenitori
endoteliali a fenotipo CD34'CD45KDR'OCN" sono significativamente superiori nei pazienti che
ricevevano terapia VDRASs rispetto ai soggetti sani (23.1 +£15.22 vs 12.83 +£8.45 p=0.014). Per quanto
riguarda progenitori con fenotipo CD34'CD45KDR 'OCN", questi sono significativamente superiori
nei pazienti che ricevevano terapia VDRAs rispetto ai soggetti sani (22.8 15 vs 12.57 +8.51 p=0.012).
A destra della figura (Fig. 6B) sono rappresentati progenitori endoteliali marcati con VDR. Cellule a
fenotipo CD133°CD34 CD45KDR VDR’ risultano significativamente superiori nei pazienti che
ricevevano terapia VDRAs rispetto ai soggetti sani (25.38 +15 vs 12.78 £9.22 p=0.0024), mentre non
vi sono differenze tra i pazienti non trattati con VDRAs (12.42 +6.34) e i soggetti sani. Per quanto
riguarda progenitori con fenotipo CD133'CD34 CD45KDR'VDR', questi sono significativamente
superiori nei pazienti che ricevevano terapia VDRAs rispetto ai soggetti sani (25.38 =15 vs 12.70 £9.29
p=0.0023), mentre non vi sono differenze tra i pazienti non trattati con VDRAs (12.42 +6.34) e i

soggetti sani.
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Fig. 6: (A) EPCs precoci con fenotipo CD133°CD34'CD45KDR" OCN™", (B) EPCs precoci con fenotipo
CD133°CD34'CD45KDR" VDR ™"
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Fig. 7: (A) EPCs tardive con fenotipo CD133°CD34"CD45KDR" OCN™", (B) EPCs tardive con fenotipo CD133"
CD34'CD45KDR"VDR™*

In figura 7 sono mostrati progenitori endoteliali non esprimenti il marker CD133. Progenitori
endoteliali a fenotipo CD34'CD45KDR'OCN" sono significativamente superiori nei pazienti che
ricevevano terapia VDRASs rispetto ai soggetti sani (24.28 +£16.79 vs 12.91 +£7.93 p=0.028). Anche i
pazienti che non ricevono terapia con VDRAs hanno un numero statisticamente superiore di
progenitori endoteliali rispetto ai soggetti sani (20.66 £16.44 vs 12.91 £7.93 p=0.050) (Fig. 7A
sinistra).

Per quanto riguarda progenitori endoteliali con fenotipo CD34'CD45KDR'OCN’, questi sono
significativamente superiori nei pazienti che ricevevano terapia VDRAs rispetto ai soggetti sani (21.1
+16.04 vs 11.70 +£7.34 p=0.015). Anche i pazienti che non ricevono terapia con VDRAs hanno un
numero statisticamente superiore di progenitori endoteliali rispetto ai soggetti sani (19.6 £16.33 vs
11.70 £7.34 p=0.049) (Fig. 7A, destra).

In figura 7B sono rappresentati progenitori endoteliali marcati per VDR (Fig. 7B). Cellule a fenotipo
CD133°'CD34'CD45KDR'VDR' risultano significativamente superiori nei pazienti che ricevevano
terapia VDRAs rispetto ai soggetti sani (25.67 +£16.86 vs 12.39 £10.25 p=0.016). Tendono alla
significativita nei pazienti che non ricevono VDRAs rispetto ai sogetti sani (18.28 £14.38 vs 12.39
+10.25 p=0.058). Per quanto riguarda progenitori a fenotipo CD133°CD34 CD45KDR VDR,
questi sono significativamente superiori nei pazienti che ricevevano terapia VDRAs rispetto ai soggetti
sani (22.4 £16.85 vs 11.78 £9.88 p=0.012). Anche 1 pazienti che non ricevono terapia con VDRAs
hanno un numero statisticamente superiore di progenitori endoteliali rispetto ai soggetti sani (18
+14.28 vs 11.78 +9.88 p=0.048).

Per tutte le popolazioni analizzate di progenitori endoteliali non vi sono differenze tra pazienti

trattamenti con paracalcitriolo e calcitriolo, ma risultano numericamente simili.
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4.4 IN EPCs CD133"" L’ESPRESSIONE DI VDR CORRELA CON QUELLA
DELL’OCN

Tramite analisi cifluorimetrica non poteva essere valutata la contemporanea espressione di OCN e
VDR, in quanto i due anticorpi disponibili sono marcati con lo stesso fluoroforo FITC. Per tali
ragioni sono stati interpolati gli eventi citofluorimetrici positivi per i progenitori endoteliali a fenotipo
CDI1337"CD34"CD45KDR'OCN" e CD1337*CD34"CD45KDR "VDR" tramite analisi di regressione
lineare.

In figura 4 sono mostati gli scatterplot di progenitori endoteliali precoci esprimenti CD133. Nella
popolazione 1’espressione dei markers risulta correlare positivamente per i controlli sani (Fig.
8A)(R?=0,694), per i pazienti che ricevono terapia con VDRAs (Fig. 8B) (R’=0,623) e per i pazienti
non trattati con VDRAs (Fig. 8C) (R?=0,708). In quest’ultima popolazione la correlazione risulta piu

marcata.

CD34+CD133+KDR+CD45-VDR+
g
CD34+CD133+KDR+CD45-VDR+
@ @
CD34+CD133+KDR+CD45-VDR+
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CD34+CD133+KDR+CD45-OCN+ CD34+CD133+KDR+CD45-OCN+ CD34+CD133+KDR+CD45-OCN+

Fig. 8: regressione lineare per EPCs precoci CD34'CD133'KDR'CD450CN’ / VDR" (A) in controlli sani
(R=0,694),(B) in pazienti in emodialisi trattati con VDRAs (R*=0,623) e (C) in pazienti in emodialisi non trattati
con VDRAs (R?=0,708).

In figura 9 sono mostati gli scatterplot di progenitori endoteliali tardivi non esprimenti CD133. Nella
popolazione 1’espressione dei markers risulta correlare positivamente per i controlli sani (Fig.
9A)(R?=0,413), per i pazienti che ricevono terapia con VDRAs (Fig. 9B) (R’=0,732) e per i pazienti
non trattati con VDRAs (Fig. 9C) (R*=0,810).In quest’ultima popolazione la correlazione risulta piu

marcata.
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Fig. 9: regressione lineare per EPCs tardivi CD34'CDI133KDR'CD450CN" / VDR' (A) in controlli sani
(R’=0,413),(B) in pazienti in emodialisi trattati con VDRAs (R*=0,732) e (C) in pazienti in emodialisi non trattati
con VDRAs (R?=0,810).

Per tutte le popolazioni analizzate di progenitori endoteliali non vi sono differenze nelle correlazioni

tra pazienti trattamenti con paracalcitriolo e calcitriolo, ma risultano simili.

45 IL MICROAMBIENTE SIERICO NON CAMBIA IN PAZIENTI
TRATTATI E NON TRATTA CON VDRAs

Il microambiente sierico dei soggetti reclutati nello studio ¢ stato valutato tramite analisi luminex, nei
controlli sani, nei pazienti in emodialisi trattati con VDRAS e in pazienti in emodialisi non trattati con
VDRas. I risultati sono medie in pg/ml in scala logaritmica con relative deviazioni standard, la
significativita ¢ stata calcolata tramite test non parametrico Kruskal-Wallis.

Nei pazienti in emodialisi non trattati con VDRAs e trattati con VDRAs sono emersi valori
statisticamente superiori, rispetto ai soggetti sani, per quanto concerne i seguenti parametri: DKK-1
(2.7 £02 vs 2.6 £0.2 vs 2.2 £0.2 p=< 0.001), IL-6 (0.4 £0.3 vs 0.5 £0.3 vs 0.2 £0.1 p=< 0.001), TNF-
(0.7 £0.1 vs 0.7 £0.1 vs 0.3 £0.1 p=< 0.001), OPG (2.7 £0.2 vs 2.7 £0.2 vs 2.2 +0.1 p=< 0.001),
OCN (3.9 +0.3 vs 4.1 £0.3 vs 3.5 £0.2 p=< 0.001 ), OPN (4.1 0.4 vs 4.3 £0.3 vs 3.5 £0.4 p=<
0.001), PTH (2.1 £0.2 vs 2.2 £0.2 vs 1.7£0.2 p=< 0.001), FGF-23 (2.9 +0.7 vs 3.1 £0.7 vs 1.4 +0.3
p=<0.001) (Fig. 10).
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Fig. 10: quntificazione luminex di: DKK1, IL-6, TNF-a, OPG, OCN, OPN, PTH e FGF23

Non sono state riscontrate differenze statisticamente significative, tra pazienti in emodialisi non
trattati con VDRAs, trattati con VDRASs e soggetti sani, per VEGF (2.5 £0.6 vs 2.4 £0.6 vs 2.8 +0.8
p=ns) e per Fetuin A (1.7 £0.1 vs 1.7 £0.3 vs 1.8 £0.2 p=ns) (Fig. 11).
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Fig. 11: quntificazione luminex di: Fetuina A ¢ VEGF
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Infine, ¢ stato quantificato tramite test ELISA il marker Klotho. Quest’ultimo, nei pazienti in
emodialisi non trattati con VDRAs e trattati con VDRAs ¢ statisticamente superiore, rispetto ai

soggetti sani (0.3 £0.1 vs 0.3 £0.1 vs 0.1 £0.1 p=<0.001) (Fig. 12).

pg/ml (scala log)
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Fig. 10: quntificazione ELISA di KLOTO

4.6 EPCs CD133""OCN""VDR” CORRELANO CON L’ANDAMENTO DI
CALCIO SIERICO, RETICOLOCITIL, DKK1, OPN, VITAMINA D E IL-6
NEI PAZIENTI TRATTATI E NON CON VDRAs

Sono stati correlati tramite analisi univariata i parametri biochimici, i parametri ottenuti tramite
Luminex e test ELISA con 1’andamento dei progenitori endoteliali quantificati nei volontari sani
arruolati nello studio, nei pazienti in emodialisi non trattati con VDRAs e nei pazienti in emodialisi
trattati con VDRAs.

Nei soggetti sani non ¢ risultata nessuna correlazione significativa.

Nei pazienti non sottoposti a terapia con VDRAs, progenitori endoteliali a fenotipo
CDI133°CD34"CD45KDR'OCN™" correlano positivamente con il valore medio del calcio sierico
(0.473 p=0.047 per EPCsOCN’, 0.474 p=0.047 per EPCSOCN") e con il valore medio dei reticolociti
(0.619 p=0.006 per EPCSOCN", 0.608 p=0.007 per EPCSOCN"), mentre correlano negativamente con
I’andamento di DKK-1 (-0.657 p=0.03 per EPCSOCN’, -0.649 p=0.004 per EPCsOCN"). Inoltre,
progenitori endoteliali a fenotipo CD133°CD34 CD45KDR'VDR™ correlano inversamente con
I’andamento di OPN (-0.590 p=0.010 per EPCsVDR', -0.554 p=0.017 per EPCsVDR").

Nei pazienti in emodialisi trattati con VDRAs, progenitori entoteliali a fenotipo CD133°CD34'CD45
KDR'OCN" (0.333 p=0.050)correlano positivamente con I’andamento del valore medio della
vitamina D sierica. Infine progenitori endoteliali a fenotipo CD133"CD34"CD45KDR " VDR""
correlano positivamente con I’espressione di IL-6 (0.381 p=0.024 per EPCsVDR", 0.381 p=0.024 per
EPCsVDR).
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5. DISCUSSIONE E CONCLUSIONE

Rispetto alla popolazione generale, i pazienti con insufficienza renale cronica prentano una riduzione
del numero e una alterata funzione di EPCs in circolazione (Krieter DH et al., 2010), queste anomalie
peggiorano con l'avanzare della CKD (Krenning G, 2009). In questi pazienti, 'inizio del trattamento
emosostitutivo aumenta il numero di EPCs circolanti (De Groot K et al., 2004) ed una dose dialitica
piu alta ne incrementa il numero e la funzionalita (Choi JH et al., 2004). Infatti, gli studi condotti fino
ad ora sui diversi fenotipi e sui i fattori che influenzano la sopravvivenza in circolo delle EPCs in
pazienti in emodialisi si sono concentrati soprattutto sul possibile effetto delle tossine uremiche,
modalita e tecnica di dialisi (Jourde-Chiche N. et al., 2009 ). I risultati ottenuti fino a questo momento
sulle variazioni quantitative dei progenitori endoteliali in pazienti con CKD non sono univoci, due
lavori ne descrivono un lieve aumento o simili livelli in pazienti uremici, rispetto ai pazienti con
funzione renale normale (Herbrig K et al., 2004 e Steiner et al., 2005).

Il primo risultato importante di questo studio supporta ’incremento di EPCs tardive e precoci,
esprimenti e non OCN e VDR, in pazienti in emodialisi rispetto a soggetti sani.

Anche con i limiti della natura di cross-sectional del nostro studio, questi risultati, differenti da quelli
pubblicati precedetemente, che descrivevano un numero ridotto di EPCs, potrebbero trovare una
nuova e diversa interpretazione, alla luce delle recenti scoperte circa i meccanismi coinvolti nel
rilascio midollare di HSCs (cellule staminali emapoietiche) (Morrison SJ, 2014).

All'interno del midollo osseo sono state identificate specifiche nicchie o microambienti tissutali locali
che mantengono e regolano le HSCs. La nicchia si divide in due zone distinte, ma ugualmente
connesse: la prima nella quale ¢ presente ’osteoblasto a svolgere un ruolo primario (nicchia
osteoblastica); la seconda dove invece predominano le cellule endoteliali, denominata percio nicchia
vascolare (Morrison SJ, 4014 e Lo Celso, 2009). In condizioni normali e patologiche c'¢ il rilascio
continuo dal midollo osseo verso il circolo saguigno di HSCs, comprese le cellule che
differenzieranno in epitelio: questo processo viene chiamato mobilitazione (Brunner et al. 2008). La
mobilitazione delle cellule dalle nicchie alla periferia e verso tessuti periferici prende il nome di
homing. Mobilitazione e homing sono finemente regolati da interazioni specifiche tra diverse
citochine (G-CSF, eritropoietina), fattori di crescita e ormoni. L'interazione tra SDF-1/CXCL12 e il
suo recettore CXCR4 ¢ il meccanismo piu importante coinvolto per mantenere HSCs all'interno del
midollo osseo e per la mobilizzazione di HSC/EPCs (Huber et al., 2014).

Calvi et al. hanno dimostrato che all'interno della nicchia, le cellule osteoblastiche regolano il rinnovo
di HSC in quanto esprimono livelli moderati di CXCL12 trattenendo HSC in uno stato di quiescenza.
In altre parole, qualsiasi fattore in grado di ridurre gli osteoblasti o I'espressione di CXCL12 provoca

una trasmigrazione delle cellule staminali ematopoietiche e di linee cellulari derivanti verso la
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circolazione periferica (Calvi et al., 2003).

Oltre al suo ruolo fisiologico nel rimodellamento osseo, il PTH modula 1'espansione di HSCs nelle
nicchia midollari interagendo con i suoi recettori osteoblastici. Cid provoca un aumento dell’
espressione di Notch ligando di Jaggedl, che a sua volta puo interagire con i recettori su HSCs, e
aumentare 1’espressione di citochine (IL-6 e IL-11). Inoltre, il PTH, attraverso il rilascio endogeno di
G-CSF, stimola la mobilitazione e I’homing di HSCs dovuto alla modulazione dell’asse SDF-
1/CXCR4 (Huber et al., 2014).

Nel nostro studio, sia i pazienti trattati che non trattati con VDRAs presentano una maggiore
espressione di tutti i fattori potenzialmente in grado di indurre la migrazione di HSCs/EPCs dal
midollo osseo: IL-6, PTH e rhEPO.

Nei pazienti trattati con VDRAs I’espressione di IL-6 ¢ significativamente associato con un elevato
numero di cellule CD34°CD133'CD45'KDR", esprimenti ¢ non VDR. Tale aumento potrebbe essere
mediato dal PTH 1 cui livelli sono piu alti in questo sottogruppo di pazienti.

Un ulteriore fattore in grado di indurre un aumento in circolo di EPCs potrebbe essere l'attivazione di
VDR. Yiu et al. hanno dimostrato che la carenza di vitamina D ¢ associata in modo indipendente con
la deplezione di EPCs a fenotipo CD34 CD133'KDR" in pazienti con diabete di tipo 2 (Yiu YF et al.,
2011). Inoltre il trattamento con VDRAs in colture cellulari porta ad un aumento del numero delle
colonie attraverso la modulazione positiva dell'espressione di geni protettivi e di crescita endoteliale
(Cianciolo et al., 2011).

Un altro fattore che potrebbe portare ad un aumento delle EPCs circolanti ¢ la disfunzione
endoteliale. La disfunzione endoteliale anormale ¢ certamente presente in fase avanzata in pazienti
CKD in emodialisi (Moody et al., 2012). Guven et al. suggeriscono che il numero di EPCs potrebbe
riflettere la gravita del danno endoteliale e potrebbe essere considerato l'espressione di un continuo
processo di riparazione del danno endoteliale e il ripristino della funzione endoteliale (Giliven H et al.,
2006).

Un ulteriore risultato documentato in questo studio ¢ stato un significativo maggior numero di
precursori endoteliali con fenotipo CD34 KDR'CD133°CD45  esprimenti OCN, sia nei pazienti
trattati o non trattati con VDRAS rispetto ai controlli sani. In pazienti trattati con VDRAs il numero di
progenitori CD34 KDR'CD133°CD45” OCN" ¢ significativamente associato con i livelli di 250H
sierici. Inoltre, pazienti trattati con VDRAs mostrano un numero piu elevato di precursori con
fenotipo CD34 CD133'KDR'CD45 ed esprimenti OCN.

L’OCN ¢ una piccola proteina con I’elevata affinita dei residui gamma-glutammici per
I’idrossiapatite e studi di delezione genica fanno ipotizzare un suo coinvolgimento nel processo di
mineralizzazione dell’osso. Infatti ’OCN di nuova sintesi viene rilasciata dalla cellula in minima

parte nel circolo sanguigno mentre, in maggior quantita, viene incorporata nella matrice ossea,
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rappresentando circa il 15% delle proteine non-collageniche dell’osso. In seguito al riassorbimento
osseo viene liberata nel torrente ematico. Interagendo con proteine e recettori di superficie cellulare
I’OCN gioca un ruolo attivo nell’organizzazione della matrice extracellulare, tuttavia, sebbene
conosciuta da piu di venti anni, ancora oggi il suo esatto ruolo ¢ da definire (Jiang D et al., 2004).
L’OCN ¢ prodotta ed espressa dalle cellule osteoblastiche e dalle cellule circolanti osteoprogenitrici
(cellule ematopoietiche e di origine mesenchimale), la sua espressione ¢ regolata da una serie di
ormoni e fattori di crescita calcitropici, compresa la vitamina D3 1,25-diidrossi, il PTH, le proteine
morfogenetiche ossee, il fattore di necrosi tumorale e il fattore di crescita trasformante beta (Jiang D
et al., 2004)

Eghbali-Fatourechi et al. hanno dimostrato che I’ OCN ¢ espressa anche su cellule progenitrici
circolanti CD34" (Eghbali-Fatourechi GZ et al., 2007). Cellule CD34" ¢ CD133" sono in grado di
differenziarsi in vitro in osteoblasti, in cellule ematopoietiche ed endoteliali, suggerendo cosi un certo
grado di sovrapposizione tra cellule esprimenti marcatori osteoblastici e cellule appartenenti alla linea
endoteliale/ematopoietica. Questa tesi ¢ confermata anche dai nostri risultati di correlazione tra
I’espressione contemporanea di OCN e VDR in EPCs. D'altra parte, durante il rimodellamento osseo,
¢ essenziale garantire un adeguato apporto di sangue essenziale per la crescita ossea e la guarigione
delle fratture (Tondreau T et al., 2005).

Di conseguenza, nei pazienti trattati con VDRASs, un elevato numero di EPCs con un fenotipo CD34"
CDI133'KDR'CD45" ed esprimenti OCN potrebbe essere correlato a un effetto combinato del 250H,
dalla terapia VDRASs e, non da ultimo, dal PTH, i cui valori, sono piu alti in questo sottogruppo di
pazienti. Considerando il carattere di cross sectional dello studio ¢ possibile che 1'effetto del PTH
sull'espressione di OCN su tali precursori sia contenuto dal trattamento con VDRAs.

La mobilizzazione dal midollo osseo delle EPCs ¢ anche regolata dell’ thEPO. L’EPO induce la
proliferazione, la differenziazione e l'adesione delle EPCs. Nello studio non sono state descritte
differenze significative nella dose di rhEPO tra i due gruppi di pazienti in emodialisi. Tuttavia, un
possibile, ma non specifico effetto dell’ rhEPO ¢ indirettamente confermata in pazienti non trattati
con VDRAs, dalla significativa e diretta associazione di CD34'CD133 ' KDR'CD45" (esprimenti o
meno OCN) con i reticolociti. Questo risultato differisce dello studio di Schlieper et al, in cui
I’ematocrito e reticolociti erano negativamente predittori del numero di EPCs (Schlieper G et al.,
2008).

Nei pazienti uremici vi ¢ un aumentato numero di progenitori esprimenti OCN, rispetto ai soggetti
sani. In particolar modo, nei pazienti trattati con VDRAs, EPCs con fenotipo CD34 KDR'CD133’
CD45" sono numericamente maggiori rispetto ai pazienti trattati con VDRAs, cio rende plausibile la
possibilita che I’aumento, di EPCs a fenotipo osteogenico, sia associato all'ambiente uremico stesso

e anche al trattamento.
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La concentrazione di cellule OCN positive in soggetti sani aumenta con I'eta. La sindrome uremica ¢
il prototipo di invecchiamento precoce. I fattori causali sono: ritenzione di fosfato, diminuzione dell’
espressione di Klotho a livello ematico e accumulo di tossine uremiche che promuovono lo stress
ossidativo e l'infiammazione, che attraverso 1’accorciamento dei telomeri, ¢ il danno al DNA
mitocondriale puod causare senescenza cellulare e riduzione delle cellule staminali. Questi fattori a
loro volta possono favorire malattie vascolari e invecchiamento precoce (Stenvinkel P et al., 2003).
L’aumento di EPCs esprementi OCN potrebbe rappresentare un'altra manifestazione dell’ uremia e
dell” invecchiamento precoce.

Lo studio di EPCs con fenotipo osteogenico in pazienti emodializzati risulta importante, se si
considera che diversi studi preclinici indicano la presenza di EPCs in siti di danno vascolare e che
l'espressione OCN su EPCs circolanti ¢ significativamente associato con disordini cardiovascolari,
diabete e calcificazione valvolari. Tali comorbidita, sono spesso presenti nei pazienti con CKD.

In teoria, questo shift fenotipico pro-calcifico dei progenitori endoteliali, indipendentemente dai
possibili fattori scatenanti, ha il potenziale per fornire uno stimolo alla calcificazione vascolare
tramite cellule che naturalmente sono responsabili della riparazione endoteliale e vascolare,
attraverso 1’adesione al vaso.

Le nostri dati suggeriscono che i disordini minerali e la caranze di vitamina D possono essere
associate ad alcuni effetti avversi nei pazienti con insufficienza renale cronica.

Il ruolo della carenza di vitamina D nella malattia cardiovascolare ¢ un campo relativamente nuovo e
negli ultimi anni, molti studi hanno documentato gli effetti regolatori della vitamina D per quanto
riguarda i vari fattori di rischio cardiovascolare come il diabete mellito, il sistema renina-
angiotensina, oltre ad un effetto protettivo nei confronti delle calcificazioni vascolari. Di contro, un
sovraddosaggio della vitamina D potrebbe indurre ipercalcemia, iperfosfatemia ed aumento del
fattore di crescita dei fibroblasti 23. La terapia di vitamina D limitata evidenza per quanto riguarda
attualmente impedisce raccomandazioni generali per l'applicazione di vitamina D.

Il nostro studio ha diverse limitazioni, tra cui il numero relativamente ridotto di pazienti studiati e la
natura cross-sectional dei dati che non ci permettono di trarre conclusioni definitive rispetto alla
causalita o variazioni delle variabili considerate nel corso del tempo.

Nonostante questi limiti, il nostro studio ci ha permesso di idenficare un fenotipo osteogenico di
precursori endoteliali, naturalmente presente in individui sani ma che in condizioni patologiche

diventa un altro potenziale attore nella progressione fisiopatologia della calcificazione vascolare.
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EFFETTI IMMUNOMODULANTI
DELL’ERITROPOIETINA (EPO)
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1. INTRODUZIONE

L'eritropoietina (EPO) ¢ un ormone, prodotto dai reni e in misura minore dal fegato e dal cervello,
che ha come funzione principale la regolazione dell’eritopoiesi. Recentemente ¢ stato descritto che
questa molecola presenta perd anche altre azioni, tra cui effetti antiapoptotici che si traducono in una
protezione del sistema nervoso centrale, del sistema cardiovascolare e del tessuto renale (Chu CY et
al., 2008). Esistono,inoltre, lavori che suggeriscono effetti dell’EPO sul sistema immune ) (Cravedi P.

et al., 2014).

1.1 L’ERITROPOIETINA (EPO)

L’ossigeno svolge un ruolo chiave nel metabolismo di molti esseri viventi, dai semplici organismi
unicellulari procarioti sino a quelli complessi multicellulari, incluso il corpo umano.

Alterazioni della sua disponibilita, causate da variazioni nell’equilibrio tra I’introduzione ed il
consumo, richiedono un’adeguata risposta adattativa da parte dell’organismo. Questi meccanismi
possono essere attivati sia nelle prime fasi embrionali sia in vari momenti dello sviluppo, per esempio
durante le improvvise variazioni ambientali alla nascita o in condizioni di stress.

Negli organismi piu complessi, le risposte adattative avvengono in modi diversi, includono il
comportamento, la fisiopatologia, la biochimica e la regolazione genica. L’inadeguata regolazione di
queste risposte contribuisce all’instaurazione di numerose malattie come la retinopatia, cancro,
disordini cerebrovascolari, cardiaci, ecc. Ed € proprio I’ipossia che induce la sintesi di EPO.

L’EPO renale di tipo I, agisce come regolatore chiave dell’eritropoiesi, promuove la proliferazione e
la differenziazione delle cellule progenitrici eritoidi; ma essa serve anche a proteggere gli eritroblasti
immaturi e gli eritociti maturi dalla morte apoptotica cellulare, interferendo con il signaling
apoptotico Fas e del suo ligando FasL. Nelle cellule eritroidi mature un aumento della produzione di
FasL e del ligando inducente apoptosi TNF related (TRAIL), membri della superfamiglia del TNF
inducono apoptosi attraverso ’interazione con i rispettivi recettori. Questa interazione culmina con il
clivaggio e I’inattivazione del fattore GATAI1, essenziale per la sopravvivenza e la differenziazione
degli ultimi precursori eritroidi (De Maria R et al., 1999, Pevny L. et al., 1991). L’EPO ¢ in grado di
down-modulare 1’espressione di Fas e di FasL (Fig.1 ) cio’ consente inibizione dell’apoptosi, il
differenziamento eritroide, la produzione di globuli rossi (RBC) e I’aumento del trasporto di ossigeno
nella circolazione (Liu Y. Et al., 1991).

In topi knockout per il gene dell’EPO o per il suo recettore si manifesta anemia severa e morte (Wu et
al., 1995). La somministrazione di EPO aumenta il numero di cellule progenitrici eritroidi, che

differenziano in normoblasti, eliminano il nucleo e lasciano il midollo osseo. Dopo 1-2 settimane
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dalla somministrazione dell’ormone, il numero dei reticolociti aumenta sia per la maggiore

produzione di eritroblasti sia per la loro prematura uscita dal midollo osseo (Krantz et al., 1991).
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Fig. 1 : funzioni “non classiche” dell’EPO

La produzione di EPO ¢ controllata da un sistema a feedback molto sensibile, in cui un sensore, il
prolil idrossilasi (PHDs), a livello del rene percepisce le alterazioni nell’apporto di ossigeno e attiva
la trascrizione del fattore inducibile dell’ipossia (HIF) (Haase V.H, 2010). Una riduzione dei livelli
seirici di emoglobina (Hb), un aumento del consumo di ossigeno nei tessuti periferici o una
perfusione renale ridotta possono indurre la produzione renale EPO. Come conseguenza, dopo alcuni
giorni, si verifica un incremento del numero dei reticolociti nel sangue periferico e dopo circa due
settimane un significativo aumento dei valori dell’ematocrito (HCT) (Eckardt K.U., 2005).

Tuttavia, il rene non ¢ l'unico organo in grado di produrre I’EPO in risposta a basse concentrazioni di
ossigeno. L’ipossia cronica ¢ anche rilevata dall'epidermide da un meccanismo HIF-dipendente; un
incremento nel flusso sanguigno di ossido nitrico (NO), rilevato della cute, scatena un aumento
secondario dell’escrezione di EPO a livello renale (Boutin A.T. et al., 2008). Anche se il rene ¢ il
sito di maggior produzione di EPO, la sintesi extra-renale pud contribuire, come ad esempio quella
nel fegato, ad aumentarne le concentrazioni in circolo negli adulti.

Mentre HIF-1a e HIF-2a promuovono ’espressione dell’EPO, il fattore nucleare (NF)-«xB la inibisce
(La Ferla K. et al., 2002). Il fattore NF- kB svolge un ruolo primario nella regolazione della risposta
immunitaria e infiammatoria, il suo effetto negativo sull'espressione dell’EPO pud contribuire
all’aggravarsi dell'anemia da malattie croniche (ACD). Cio accade frequentemente in pazienti affetti
da malattie inflammatorie sostenendo, in tal modo, un impatto negativo sulla funzionalita degli organi

e della qualita della vita (Weiss G., 2005). Allo stesso modo, attraverso la stimolazione di NF-kB,
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l'interleuchina 1 e il TNF-a sono in grado di inibire I'espressione di EPO in vitro. Di conseguenza,
l'iniezione di lipopolisaccaride (LPS), in topi, provoca una riduzione dei livelli d’espressione
del’mRNA nei reni ¢ una diminuzione dei livelli circolanti dell’EPO (Jelkmann W., 1998). Al
contrario, la formazione epatica di EPO ¢ stimolata da IL-6 ¢ da NF-xB, tramite un sistema HIF-1a
dipendente, cio fornisce la prova di un interazioni tra mediatori infiammatori e la formazione di EPO
(Ramadori P., 2010). E’ stata dimostrata la capacita dell’EPO di ridurre la proliferazione delle cellule
T effettrici Th1l o Th17, di modulare 1'espansione delle T regolatorie CD4, CD25 e Foxp3 positive, e
indurre l'inibizione delle cellule dendritiche (DC), anche se i meccanismi alla base di questi effetti

rimangono ancora del tutto da chiarire (Hirose S. et al., 2007)(Fig.1).

1.2 I SENSORI DELL’OSSIGENO E LA PRODUZIONE DI EPO

HIF ¢ un fattore di trascrizione eterodimerico con subnita o (la e 2a), la cui stabilita ¢ ossigeno
dipendente, e una subnita B ossigeno indipendente, essenziale per la produzione di EPO(Semenza
GL, 2009).

La natura molecolare dei sensori dell’ossigeno che coinvolge la risposta HIF-1 non ¢ ben conosciuta.
Il gene HIF-1a ¢ localizzato sul cromosoma 14, ¢ formato da 15 esoni nell’'uomo, mentre il gene di
HIF-1 B ¢ localizzato sul cromosoma 1 (Wang GL1995). Per quanto riguarda le due isoforme HIF-1a
e 2a, ¢ stato dimostrato, in ratti, una differenza significativa nell’espressione e nell’induzione nei
diversi organi (Wiesener MS et al., 2002).

In condizione di normossia, nel citoplasma, le subunita o sono altamente instabili e i residui prolinici
subiscono due eventi di idrossilazione catalizzati dagli enzimi PHDs (proteina prolil idrossilasi-
dominio) e FIH (fattore di inibizione di HIF). La proteina VHL (pVHL) si lega tramite il suo dominio
b all’HIF idrossilato, e all’elongina C. Viene quindi reclutato un complesso ubiquitin-ligasico che
contiene elongina B e cullina 2 (Cul2), il quale determina 1’ubiquitinazione di HIF e lo contrassegna
per la degradazione a opera del proteasoma (Jaakkola P et al., 2001).

In condizioni di ipossia, gli enzimi PHDs e FIH sono inattivi a causa delle mancanza di ossigeno
necessario alle reazioni di idrossilazione. In tal modo la subnita a € stabilizzata, e trasloca nel nucleo
per legarsi alla subunita 3, formando un eterodimero (HIFo/HIFf) che rappresenta la forma attiva di
HIF, in grado di funzionare da fattore di trascrizione. L’eterodimero si lega ad una regione del DNA,
chiamata HRE (elemento regolatore dell’ipossia), per formare un complesso trascrizionale attivo
HIF-1p ¢ CBP/p300 (cAMP responce element binding protein), che a sua volta puo indurre la
trascrizione dei geni sensibili all’ipossia come I’EPO (Rocha, 2007).

HIF attiva non solo ’EPO ma anche altri geni coinvolti nel meccanismo di risposta all’ipossia:

regolazione del tono vasale (NO sintetasi), angiogenesi (VEGF, PDGF), glicolisi anaerobia e introito
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cellulare di glucosio. Al ritorno delle condizioni di normossia HIF-1a viene rapidamente degradato
da un proteosoma nucleare. Altri sensori (ossido reduttasi e citocromi) possono partecipare al
processo attraverso la via dei ROS (Buemi M et al. 2006).

Fino a poco tempo fa si riteneva che la produzione di EPO fosse di esclusiva pertinenza renale ed
epatica. Solo recentemente ¢ stato messo in evidenza che numerosi tessuti come il cuore ed il
polmone sono in grado di produrre 1I’ormone (Chu CY et al., 2008).

Paus et al. hanno individuato nella cute un complesso meccanismo sensoriale per 1’ossigeno
finalizzato al controllo della secrezione dell’EPO renale ed alla produzione locale autocrina e
paracrina. Sembra essere il bulbo pilifero la struttura cutanea centrale di questo sorprendente
meccanismo che apre un nuovo scenario sull’azione pleiotropica e protettiva dell’EPO nei confronti

di tessuti sottoposti ad ischemia (Paus R et al., 2009).

1.3 RECETTORI DELL’EPO E LE CASCATE DEL SEGNALE

Il recettore del’EPO (EPOR) ¢ una proteina trans-membrana (tipo 1) con un motivo WSXWS nella
porzione extracellulare, appartiene alla superfamiglia dei recettori delle citochine ed ¢ formato da otto
esoni (dominio extracellulare: 1-5; dominio di membrana: 6; dominio intracellulare: 7,8); la porzione
intracellulare non presenta attivita chinasica (Noguchi C. T. et al., 1991).

In seguito al legame, I’EPO, induce I’omodimerizzazione del suo recettore, con conseguente
attivazione della kinasi 2 che ¢ ad esso associata, provocando la fosforilazione della tirosina di
EPOR, la trasduzione del segnale e in fine I’attivazione del fattore di trascrizione 5 (Stat 5) (Penta K.,
Sawyer S. T.,1995).

A EPOR sono associate ed attivate anche proteine con domini SH2 (Src di omologia 2) come la
chinasi PI3. Quest’ultima sopprime ’apoptosi tramite 1’attivazione precoce a valle del suo effettore,
Akt. L’interazione EPO-EPOR induce il “pathway” di ras/MAPK e la trascrizione del kB-dependent
nuclear factor (Christensen B. et al., 2012)(Fig.2) .

Uno dei principali effetti dell’interazione EPO-EPOR ¢ I’incremento dei livelli intracellulari di
calcio. Il complesso EPO-EPOR induce la fosforilazione della fosfolipasi C-yl (PLC) a livello della
menbrana cellulare, qui catalizza l'idrolisi del PIP2 in DAG e IPs. La reazione di idrolisi catalizzata
dalle PLC avviene attraverso due fasi sequenziali: innanzitutto si ha il taglio del fosfoinositide in

DAG e IPzciclico, poi si ha la conversione di quest'ultimo in IP3. Mentre il DAG rimane associato
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Fig. 2: recettori del’EPO e le cascate del segnale

alla membrana plasmatica, 1'P3 ¢ una piccola molecola polare che viene rilasciata nel citoplasma
dove agisce segnalando il rilascio di Caz+ dai depositi intracellulari attarverso 1’attivazione dei canali
del calcio. L’attivita delle PLC dipende dalla presenza di Caz+e di substrati specifici quali PIP2, PIP,
PI. La diminuzione della quantitd di PIP> a livello della membrana plasmatica rappresenta un
importante segnale poiché molte proteine vengono regolate da questo fosfolipide. Il PIP2, infatti, ¢ un
cofattore per la fosfolipasi D specifica per la fosfatidilcolina ed ¢ un substrato per la
fosfatidilinositolo-3-chinasi (PI3K), entrambi enzimi effettori attivati dal recettore dell’EPO
(Rebecchi M.J., 2000).

I canali del calcio possono inoltre essere fosforilati durante I’attivazione mediata di EPOR. Sebbene
sia espressa dai precursori eritroidi, EPOR ¢ anche espressa dai megacariociti, dalle cellule mu-
scolari, dalle cellule endoteliali, dalle cellule neuronali e renali, ecc.

Il recettore dell’EPO, coinvolto nello stimolo non eritropoietico, ¢ fisicamente e funzionalmente
associato con la subunita comune del recettore  (BcR), anche conosciuto come CD131 che provvede
ad incrementare ’affinita di legame del ligando con il complesso recettoriale ed ¢ inoltre la
componente comune della trasduzione del segnale del fattore stimolante le colonie di granulociti-

macrofagi (GM-CSF) e dei recettori IL-3, IL-5 (Blake T. J., 2002).

1.4 EFFETTI IMMUNOLOGICI DELL’EPO

Studi clinici hanno mostrato che 1I’'impiego di EPO prolunga la sopravvivenza del graft in trapiantati
di rene e migliora I’outcome clinico in pazienti con malattie autoimmuni.
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Lavori sperimentali suggeriscono che questi risultati clinici possano essere attribuiti, almeno in parte,
ad un effetto immunosoppressivo diretto dell’EPO. In particolar modo, in vitro, I’EPO ha la capacita
di inibilare la proliferazione di cellule effetrici, la produzione di IFN-y senza indurre la morte delle
cellule T o alterare la generazione di cellule Treg coinvolgendo la via mediata dall’interleuchina 2
(IL-2) (Cravedi P. et al., 2014). Gli effetti sono mediati direttamente tramite 1’attivazione del
recettore dell’EPO (EPO-R) espresso sulle cellule T. Infatti il blocco dell’EPO-R inibisce gli effetti
antiproliferativi e inibisce la fosforilazione di JAK2 indotta da EPO. Di contro, non sono stati rilevati
effetti sulla funzionalita o il fenotipo in cellule dendritiche indotte da EPO. E’ stato osservato che
stimolando cellule T, con anti-CD3/anti-CD28, si ha un up-regolazione dell’espressione di EPO-R
mediata da un aumento del fattore di trascrizione Spl, noto regolatore positivo per 1’espressione del
recettore (Lisowska KA et al., 2013). In cellule eritroidi ¢ stato dimostrato che il signaling del
recettore delle cellule T (TCR) altera 1’ espressione di EPO-R (Singh S et al., 2012). Questo dato ¢
stato confermato anche in cellule T ma I’inbizione richiede anche il blocco della via IL2-IL2-R
essenziale per la proliferazione delle cellule T. Il blocco di quest’ultima via ¢ provacato da un
disaccoppiamento del recettore di IL-2, inibendo la fosforilazione di AKT, e non da una diminuzione
nell’espressione del recettore o della citochina.

Inoltre, I’ EPO ¢ in grado di inibire I’espansione di cellule T Naive CD4 e la produzione di IFN-y in
topi NOD/SCID yc™" (Cravedi P. et al., 2014).

Nuovi dati in vitro indicano che I’EPO non pregiudica il segnale mediato da IL-2, ma che I’effetto
immunomodulatorio sia dovuto ad un induzione della proliferazione della linea cellulare T
regolatorie FoxP3", mediatrici della tolleranza, promuovendo la produzione di TGF-p da parte dei

monociti e cellule tubulari renali (Wan G et al., 2015).

1.5 EFFETTI IMMUNOLOGICI DEL SALE

Anche se recentemente sono state chiarite molte delle varianti genetiche alla base del rischio di
sviluppare malattie autoimmuni, il significativo aumento dell'incidenza della malattia, in particolare
di sclerosi multipla e il diabete di tipo 1, indica che ci sono stati cambiamenti fondamentali per
I'ambiente che non possono essere legati a fattori genetici. La dieta, con I’incremento del sale (NaCl)
in essa ¢ stata a lungo ipotizzata come un potenziale fattore di rischio ambientale per questa crescente
incidenza di malattie autoimmuni nei paesi sviluppati negli ultimi decenni (Ascherio A. et al., 2007).
Per verificare se una maggiore assunzione di NaCl potesse avere un effetto diretto sulle popolazioni
di cellule T CD4" e quindi rappresenta un fattore di rischio per le malattie autoimmuni, sono stati

condotti studi su popolazioni Th17 in seguito a trattamento con alte concentrazioni di sale e ne ¢ stata
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dimostrata una diretta influenza su cellule coinvolte nell'innata innata come Th17 (Machnik A. et al.,
2009).

Le cellule T helper CD4" esprimenti IL-17 rappresentano una nuova linea cellulare, scoperta
recentemente nei modelli murini e studiata anche nell’uomo, che si ¢ trovata ad affiancare il noto
paradigma della risposta T helper rappresentata dal binomio Th1- Th2.

Modelli animali di patologie umane dimostrano un loro coinvolgimento in vari processi, tra cui
I’autoimmunita, la difesa contro alcune infezioni, malattie croniche, allergiche, ma anche sembrano
colmare il gap tra immunitd innata ed acquisita, perché richiamano cellule “scavenger’e altre
popolazioni di linfociti Th nel sito infiammatorio con conseguente liberazione di proteine distruttive
(Chen Dong C et al. 20006).

Inducendo Thl7 in vitro e trattandole con concentrazioni crescenti di NaCl, 10-40mM, vi € un
aumento delle cellule che esprimono CD4 e IL-17A, dose-dipendente. Anche I’espressione del TNF-
a, IL-2 e IL-9, citochine pro-infiammatorie, aumenta in presenza di alte concentrazioni di sale
(Markus Kleinewietfeld et al. 2013). Inoltre, vi ¢ un up-regolazione del fattore di crescita dei
granulociti e dei macrofagi (GM-CSF), proteina secreta da varie cellule del sistema immunitario e
fondamentale per la patogenicita di Th17 e dell’espressione del recettore chemochinico CCR6,
cruciale per le funzioni di Th17 in patologie autoimmuni (Codarri, L. et al., 2011). Per di piu vi ¢ un
aumento della trascirzione del gene MIR155HG (chiamato anche MIRHG?2), up-regolato in Th17 in
encefalite sperimentale autoimmune (EAE). Questi osservazioni indicano che un aumento delle
concentrazioni di NaCl sono in grado di promuovere la generazione di un tipo cellule Th17 ad alta
patogenicita (O’Connell, R. M. et al, 2010).

Il sale gioca un ruolo fondamentale nella regolazione della via NFAT5/GSK1. NFATS una volta
fosforilato entra nei nuclei e attiva la trascrizione dei geni della risposta immunitaria Questa via si
intreccia con altri importanti segnali come quelli controllati dalla glicogeno sintetasi SGK1 e dalle
MAPK. 1l sale non solo induce un aumeto dell’espressione di NFAT ed un conseguente aumento
della fosforilazione di p38/MAPK ma anche un aumento dell’espressione del mRNA di SGK1 (Chen,
S. et al., 2009).

In un modello di topo EAE, un aumento di apporto di sale nella dieta determina un peggioramento
della patologia, un aumento di Th17 in circolo e un aumento dell’ infiltrato linfocitario CD3" e

macrofagico MAC3".
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2. SCOPO DELLE TESI

Lo scopo principale di questo lavoro di tesi ¢ la definizione dei meccanismi immunomodulanti
dell’eritropoietina (EPO) in presenza di concentrazioni di sale (NaCl) normalmente presenti nel rene
e in grado di scatenare una risposta immunitaria in loco. Il lavoro si propone di comprendere gli
effetti immunologici della combinazione EPO e NaCl e un possibile impiego, dell’EPO, come
strategia terapeutica tollerogenica per prevenire il rigetto nel trapianto di rene.
Il razionale ¢ fondato sullo stimolo dei meccanismi fisiologici deputati, da un lato, al mantenimento
della tolleranza verso il “self” e, dall’altro, alla modulazione delle risposte immunitarie ormai
innescate. Come ¢ noto, infatti, il riconoscimento dell’antigene da parte dei precursori alloreattivi
avviene tramite lo specifico recettore sulle cellule T. Questa reazione, tuttavia, in assenza
dell’intervento delle molecole di superficie di “costimolazione”, da luogo a anergia o, appunto,
tolleranza.
Ogni risposta immunitaria si associa all’attivazione, oltre che delle cellule effettrici Th1l e Th17 della
risposta immune, anche delle cellule T regolatorie, che sono quelle in grado di sopprimere la risposta
immunitaria effettrice. Queste cellule si caratterizzano per la produzione di citochine
immunomodulanti quali IL-10 e TGF-3 e sono identificate dall’espressione di FoxP3. Ma i farmaci
immunosoppressori standard, quali ad esempio basiliximab, inibitori della calcineurina e
micofenolato, inibiscono sia I’attivazione delle cellule T effettrici che I’attivazione delle cellule T
regolatrici.
Inoltre ¢ noto, che il rene esposto ad alte concentrazioni di sodio (Na) promuove una risposta
autoimmune mediata dalla componente cellulare T effettrice. L’ipotesi di partenza di questo progetto
¢ che la produzione di EPO renale e un conseguente aumento della componente regolatoria sia una
strategia evolutiva, in grado di promuovere tolleranza, sviluppata per bloccare e contenere 1’aumento
della componente cellulare effettrice NaCl-indotta.
Per verificare cio’ il presente lavoro si propone di:

1. studiare I’effetto immunomodulante dell’EPO in PBMCs umani in seguito a trattamento con

NaCl e valutarne gli effetti sulla sopravvivenza cellulare ;

2. studiare I’effetto immunomodulante dell’EPO in linfociti T CD4", stimolati con monociti o

aCD3/CD28 e testare la produzione di INF-y in seguito a trattamento con NaCl;

3. studiare I’effetto immunomodulante dell’EPO in cellule T regolatorie FoxP3", indotte da

Naive CD4" e stimolate con monociti, provenienti da donatori sani e trattati con NaCl;
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4. studiare I’effetto immunomodulante dell’EPO in cellule Th17 IL17", indotte da Naive CD4" ¢

stimolate aCD3/CD28, provenienti da donatori sani e trattati con NaCl.
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3. MATERIALI E METODI

3.1 PBMC UMANI

Le cellule mononucleate del sangue periferico (PBMCs) sono state purificate mediante
centrifugazione con gradiente di densita (Ficoll/Hypaque®) partendo da buffy coats di donatori sani

anonimi provenienti dalla Blood Bank di New York.

3.2 ARRICCHIMENTO CELLULARE

3.2.1 Arricchimento di cellule T

Le cellule T necessarie per le successive analisi di coltura cellulare sono state isolate da PBMCs
umani utilizzando il kit di arricchimento EasySep (Stem Cell cat.: #19051) seguendo le istruzioni
della ditta produttrice. Dopo 1'isolamento, per verificare la purezza della popolazione selezionata ¢
stata valutata I’espressione di CD3 tramite tecnica citofluorimetrica. La purezza in CD3" era

stabilmente >95%.

3.2.2 Arricchimento di cellule T Naive CD4" umane

Le cellule T Naive CD4" necessarie per 1’induzione in Treg e Th17 sono state isolate da PBMCs
umani utilizzando il kit di arricchimento cellulare MACS (Miltenyi Biotec cat.: #130-094-131) e
seguendo le istruzioni della ditta produttrice. Dopo l'isolamento, per verificare la purezza della
popolazione selezionata ¢ stata valutata ’espressione di CD4 tramite tecnica citofluorimetrica. La

purezza in CD4" era di circa il 94%.

3.2.3 Isolamento di Monociti CD14" umani

Al fine di indurre co-stimolazione in colture cellulari per I’induzione di Treg sono stati usati monociti
CD14". Questi ultimi, sono stati isolati da PBMCs umani utilizzando il kit di arricchimento EasySep
(Stem Cell cat.: #18058) seguendo le istruzioni della ditta produttrice. Dopo l'isolamento, per
verificare la purezza della popolazione selezionata ¢ stata valutata 1’espressione di CD14 tramite

tecnica citofluorimetrica. La purezza in CD14" era > 90%.
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3.2.4 Isolamento di cellule B umane

Al fine di indurre co-stimolazione in colture cellulari per I’induzione di Treg sono stati usate cellule
B umane. Quest’ultime, sono stati isolate da PBMCs umani utilizzando il kit di arricchimento
EasySep (Stem Cell cat.: #19054) seguendo le istruzioni della ditta produttrice. Dopo 1'isolamento,
per verificare la purezza della popolazione selezionata ¢ stata valutata I’espressione di CD19 tramite

tecnica citofluorimetrica. La purezza in CD19" era > 90%.

3.3 COLTURE IN VITRO

3.3.1 Colture in vitro di PBMCs

PBMCs sono stati coltivati ad una concentrazione di 2x10° in piastre da 96 pozzetti. Le cellule sono
state stimolate con anticorpo monoclonale solubile anti-CD3 (1 pg/ml; BD Biosciences, #555336) e
coltivate in RPMI con aggiunta del 10% di siero umano inattivato al calore (Gemini Bio-Products),
per 5 giorni a 37°C al 5% CO,. Per determinare la funzione immunomodulante dell’EPO (1000U) e

I’equivalente del veicolo, sono stati aggiunti alle culture dove indicato.

3.3.2 Colture in vitro di cellule T

Cellule T arricchite precedentemente tramite kit, cultivate ad una concentrazione di 2x10° in piastre
da 96 pozzetti, sono state stimolate con anticorpi monoclonali solubili anti-CD3/anti-CD28 (1 pg/ml;
BD Biosciences, #555336, #555725) o tramite biglie magnetiche rivestite con anticorpi anti-
CD3/CD28 (15 pl/ 10° cellule, Gibco, Life techonologies), oppure tramite co-colture di cellule B ad
una concentrazione di 1x10° per pozzetto.

Le cellule sono state coltivate con RPMI con aggiunta del 10% di siero umano inattivato al calore
(Gemini Bio-Products) e IL-2 ricombinante umana (Cell Applications, #RP1012-10) per 5 giorni a 37
°C al 5% CO,. L’EPO (1000U) e I’equivalente del veicolo, sono stati aggiunti alle culture dove

indicato. La proliferazione cellulare ¢ stata valutata tramite CFSE (Invitrogen).

3.4 POLARIZZAZIONE CELLULARE IN VITRO

3.4.1 Induzione di Treg

Cellule Treg FoxP3" umane sono state generate da colture di Naive CD4" (2x10° per pozzetto)
precedentemente isolate tramite kit e stimolate con monociti ad una concrentrazione di 1x10° per

pozzetto, anti-CD3 (1 pg/ml; BD Biosciences), IL-2 (10 ng/ml) e TGF-$ (10 ng/m, PeproTech, #100-
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21C) per 5 giorni a 37 °C al 5% CO.,.

3.4.2 Induzione di Th17

Cellule Th17 umane sono state generate cellule T naive CD4" coltivate in piastre pre-coated con
anticorpo solubile anti-CD3 (10 ug/ml) e stimolate tramite IL-6 (10 ng/ml, Cell Applications,
#RP1010-10) , TGF-B (10 ng/m), IL-1B (10 ng/ml, Cell Applications, #RP1167-10), IL-23 (10 ng/ml,
Prospec, #cyt-050), IL-21(5 ng/ml, Cell Applications, #RP1090-10), anti-IL4 (10ug/ml, BD
Biosciences #554481) e anti-INF-y (10ug/ml, BD Biosciences #554698) in terreno privo di siero X-
VIVOI1S5 (BioWhittaker) per 6 giorni a 37 °C al 5% CO,.

3.5 SAGGIO DI STABILIZZAZIONE DI CELLULE FOXP3

Cellule Treg FoxP3" umane sono state generate da colture di Naive CD4" (2x10° per pozzetto)
precedentemente isolate tramite kit e stimolate con monociti ad una concrentrazione di 1x10° per
pozzetto, anti-CD3, IL-2 (10 ng/ml) e TGF-f (10 ng/m, PeproTech, #100-21C) per 5 giorni a 37 °C al
5% CO,. In seguito ai cinque giorni le cellule sono state arricchite per CD4" e CD25", tramite sorter
Sony Biotechnology SH800. Le cellule positive a tali markers sono state raccolte e messe in coltura
ad una concentrazione 2x10° per pozzetto e stimolate con monociti ad una concrentrazione di 1x10°
per pozzetto, anti-CD3, IL-2 (10 ng/ml) per 3 giorni a 37 °C al 5% CO,. Successivamente ¢’ stata

valutata I’espressione di CD4" Fop3" tramite analisi citofluorimetrica.

3.6 SAGGIO DELL’ANNESSINA V

Il saggio consente di rivelare lo stadio precoce di apoptosi e di distinguere I’apoptosi dalla necrosi in
citofluorimetria. PBMCs sono stati coltivati ad una concentrazione di 2x10° in piastre da 96 pozzetti.
Le cellule sono state stimolate con anticorpo monoclonale solubile anti-CD3 e coltivate in RPMI con
aggiunta del 10% di siero umano inattivato al calore (Gemini Bio-Products), per 5 giorni a 37°C al
5% COa,. In seguito, le cellule sono state lavate prima con PBS e poi con buffer specifico per
annessina V costituito da : 10mM di Hepes, 140 mMNaCl e 2,5 mM CaCl2, pH 7.4. Successivamente
1 campioni sono stati risospesi in 100 ul di buffer annessina V e 5 pl di annessina V coniugata FITC e
Fixable Viability Dye (eBioscience 65-0863-14) e incubati per 15 minuti a temperatura ambiente.
Grazie a questa combinazione possiamo ottenere sia le cellule in apoptosi positive solo ad annessina
V che le cellule necrotiche positive ad antrambi i markers. Dopo I’incubazione sono stati lavati con

buffer annessina V e acquisiti con citometro a flusso Canto II tre-laser (BD Biosciences) e analizzati

74



utilizzando il software DIVA. Per campione sono stati acquisiti almeno 50.000 eventi.

3.7 SAGGIO DI PROLIFERAZIONE CON CFSE

La proliferazione dei PBMCs e delle cellule T ¢ stata misurata amediante la valutazione della diminuzione
del'intensita di fluorescenza del CFSE (Invitrogen, Molecular Probes). PBMCs sono stati risospesi in PBS
a 2 x107 cellule/ml ed incubati con CFSE ad una concentrazione finale di 2 uM per 5 minuti at 37 °C. Le
cellule sono state quindi lavate ed al termine del lavaggio risospese nel terreno di coltura.

Per ottenere cellule T-CFSE sono stati separati PBMC e mancati con CFSE. La frazione cellulare
risultante ¢ stata contata ed arricchita per cellule T tramite kit EasySep. Le cellule T-CFSE
(responder) sono state coltivate. Dopo 5 giorni a 37 °C e al 5% CO,, le cellule sono state raccolte e

analizzate in citofluorimetria a flusso.

3.8 CITOMETRIA A FLUSSO

PE-Cy5—-anti-CD4 (#555348), PE—anti-CD8 (555367), PE-Cy7-anti-IFN-y (557643) e FITC—anti-
CD4 (555346) sono prodotti da BD Biosciences. PE-anti-FoxP3 (12-4776-42), PE-anti-FoxP3 ISO
(12-4714-42), APC-anti-CD25(17-0259-42) e APC-IL17 (17-7179-42) sono prodotti da eBioscience.
Secondo le istruzioni dei produttori per lo staining di superficie le cellule,precedentemente lavate con
PBS, sono state trattate con anticorpi specifici per 15 minuti a temperatura ambiente.

Per il rilevamento di citochine intracellulari, sono stati agginti al terreno di coltura 5 ore prima dell
inizio dello staining: Golgi Plug (1: 1000; eBioscience) per il blocco dell’apparato del Golgi, 20
ng/ml PMA (Sigma-Aldrich) e I pM ionomicina (Sigma-Aldrich).

Per il rilevamente di proteine intracellulari le cellule, dopo marcatura di superficie, sono state fissate,
permeabilizzate e trattate per 30 minuti a 4°C con anticorpi specifici.

I dati sono stati acquisiti con citometro a flusso Canto II tre-laser (BD Biosciences) e analizzati

utilizzando il software DIVA. Per campione sono stati acquisiti almeno 50.000 eventi.

3.9 ANALISI STATISTICA

Tutte le analisi statistiche sono state effettuate utilizzando GraphPad Prism (versione 5 per Windows;
GraphPad Software, Inc.). I gruppi in studio sono stati comparati tramite t test. Sono stati considerati

significativi 1 valori con P < 0,05 .
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4. RISULTATI

4.1 EPO INIBISCE LA PROLIFERAZIONE DI PBMC INDOTTA DA NaCl

PBMC sono stati attivati con aCD3 (1ug/ml) mAb e trattati con NaCl (20 e 40 mEq) o Urea (40 e 80
mEq) (controllo per I’osmolaritd) in presenza o meno di EPO. Dopo cinque giorni di trattamento ¢
stata valutata la proliferazione misurando la diluizione del CFSE in citometria a flusso (Fig.3) .

L’analisi e’ stata eseguita su 7 donatori differenti e i risultati sono stati normalizzati su valori ottenuti

in cellule che avevano ricevuto solo il veicolo.

Veicolo NaCl 40mEq Urea 80mEq

83.49

CFSE —™

57.4%
+EPO

1000 IU/ml

CFSE —

Fig. 3. Diluizione CFSE in PBMC coltivati con aCD3 e trattati con NaCl (20 e 40 mEq) o Urea (40 e
80 mEq). Esempio di gating eseguito sui CD4". Risultati analoghi con CD8+.

I dati mostrano un aumento della proliferazione linfocitaria in presenza di NaCl rispetto al controllo
con urea, che veniva prevenuto dalla presenza di EPO nella coltura. I valori sono stati normalizzati

rispetto alla proliferazione delle cellule che avevano ricevuto solo il veicolo (Fig.4 A).
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Fig. 4: (A) Andamento della proliferazione cellulare della popolazione CD4": NaCl 20 mEq 108% +8.5, NaCl 40 mEq
106.8% +12.9, Urea 40 mEq 96% +7.1, Urea 80 mEq 99.71% +13.3. In presenza di EPO 1000 [U/ml e veicolo 87.54%
+14.6, NaCl 20 mEq 97.43% +14.6, NaCl 40 mEq 95.82% 9, Urea 40 mEq 87.9% £19.6 ¢ Urea 80 mEq 89.7% £19.
(B) Andamento del numero cellulare della popolazione CD4": NaCl 20 mEq 116% +7, NaCl 40 mEq 127% +10.3,
Urea 40 mEq 106% +6.3, Urea 80 mEq 110.16% +13.3. In presenza di EPO 1000 IU/ml e veicolo 76.12% +17.3, NaCl
20 mEq 83.64% +5.2, NaCl40 mEq 81.06% +15.2, Urea 40 mEq 70% +15.3 e Urea 80 mEq 71.16% £1701.

*P<0.05 vs. veicolo vs stessa quantita di NaCl/Urea; °P<0.05 NaCl/Urea vs OmEq/L

Fig. 4B ¢ rappresentato il numero delle cellule contate a fine coltura. I dati mostrano un aumento del

numero dei linfociti in presenza di NaCl rispetto al controllo con urea, che diminuiva in presenza di

EPO nella coltura.

4.2 EPO NON INFLUENZA L’APOPTOSI CELLULARE

Per studiare I’effetto di NaCl ed EPO sulla sopravvivenza cellulare, abbiamo marcato le cellule con

annexin V (marcatore di apoptosi cellulare) e Viability probe. I dati in Fig. 5 mostrano che non ci

sono effetti significativi del NaCl o dell’EPO sulla sopravvivenza di cellule CD4". Non vi sono

differenze significative nella percentuale di cellule in apoptosi (Fig. SA) in seguito a trattamento con

NaCl (20 e 40 mEq) e Urea(40 e 80 mEq), ne nella percentuale di cellule morte (Fig. 5B).

L’analisi ¢ stata eseguita su 4 donatori differenti e i risultati sono stati normalizzati su volori ottenuti

in cellule che avevano ricevuto solo il veicolo. Complessivamente, i dati supportano 1’idea che EPO

inibisce 1’espansione linfocitaria indotta da NaCl diminuendo la proliferazione cellulare, senza infuire

sulla loro sopravvivenza.
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Fig. 5: (A) cellule in apoptosi Annessina V' CD4": NaCl 20 mEq 96.25% +9.8, NaCl 40 mEq 88.10% £17.3, Urea 40
mEq 99.78% £5.7, Urea 80 mEq 97.95% +14.8. In presenza di EPO 1000 IU/ml e veicolo 78.82% +6.9, NaCl 20 mEq
72.97% +18.3, NaCl 40 mEq 78.17% 11.8+, Urea 40 mEq 71.01% +9.6 e Urea 80 mEq 80.8% +16.9.

(B) cellule in necrosi Viability' Annessina V': NaCl 20 mEq 106.5% +8.5, NaCl 40 mEq 82.14% +16.74, Urea 40 mEq
73.53% £23.1, Urea 80 mEq 70.88% +26.7. In presenza di EPO 1000 IU/ml e veicolo 113.63% +42.2, NaCl 20 mEq
95.02% +41.72, NaCl 40 mEq 73.96% 9+, Urea 40 mEq 72.93% +15.2 e Urea 80 mEq 62.4% +17.1.

*P<0.05 vs. veicolo vs stessa quantita di NaCl/Urea; °P<0.05 NaCl/Urea vs 0OmEq/L

4.3 EPO INIBISCE LA PROLIFERAZIONE DI CELLULE T IN RISPOSTA AD
UNO STIMOLO ALLOGENICO IN PRESENZA DI NaCl

Cellule T CD4", marcate con CFSE, sono state attivate con cellule B e trattate con NaCl (20 e 40

mEq) o Urea (40 e 80 mEq). Dopo cinque giorni di trattamento ¢ stata valutata la proliferazione

misurando la diluizione del CFSE. L’analisi ¢ stata eseguita su 5 donatori differenti e i risultati sono

stati normalizzati su volori ottenuti in cellule che avevano ricevuto solo il veicolo (Fig. 6).

TR



Veicolo NaCl 40Emq Urea 80mEq

20.8% 33.9% 26.3%

CFSE ——»

15.9% 19.5% 17.4%

+EPO
1000 1U/ml

CFSE —

Fig 6. . Diluizione CFSE in cellule T CD4" attivate con cellule B e trattati con NaCl (20 e 40 mEq) o
Urea (40 e 80 mEq). Esempio di gating eseguito sui CD4". Risultati analoghi con CD8+.

Dall’ analisi citofluorimerica risulta un aumento della proliferazione delle cellule T CD4", trattete con

NaCl a qualsiasi concentrazione, rispetto a cellule trattate con Urea e con solo terreno. La

proliferazione diminuisce in presenza di NaCl ed EPO (Fig. 7).
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Fig. 7: Andamento della proliferazione cellulare della
popolazione T CD4". Mostrati in figura solo dati piu’ significativi
ma riportate i risultati di tutte le concentrazioni: NaCl 20 mEq
112.7% £9.3, NaCl 40 mEq 89.9% +6.6, Urea 40 mEq 90% +2.3,
Urea 80 mEq 72.14% £3.9. In presenza di EPO 1000 IU/ml e
veicolo 75.78% +7.11, NaCl 20 mEq 81.7% =£3.1, NaCl 40 mEq
70.8% 2.4, Urea 40 mEq 65.13% £3.9 e Urea 80 mEq 59% +14.
*P<0.05 vs. veicolo vs stessa quantita di NaCl/Urea; °P<0.05
NaCl/Urea vs OmEq/L
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4.4 EPO ININBISCE LA PROLIFERAZIONE DI CELLULE T, STIMOLATE
CON aCD3/CD28, INDOTTA DA NaCl

Per valutare 1’effetto diretto di NaCl ed EPO sulle cellule T, abbiamo stimolato con aCD3/aCD28
mAb cellule T CD4", marcate con CFSE, in presenza di NaCl (20 e 40 mEq) o Urea (40 e 80 mEq) .

Dopo cinque giorni di trattamento ¢ stata valutata la proliferazione misurando CFSE e I’ espressione

di CD4 in citometria a flusso . L’analisi ¢ stata eseguita su 4 donatori differenti e i risultati sono stati

normalizzati su volori ottenuti in cellule che avevano ricevuto solo il veicolo (Fig. 7).

+EPO
1000 IU/ml

Fig 7. Diluizione CFSE in cellule T CD4" attivate con cellule aCD3/aCD28 mAb con NaCl (20 e 40 mEq)

Veicolo

66.4%

CFSE —

44.5%

CFSE —™

Na(Cl 40mEq

Urea 80mEq

46.5%

o Urea (40 e 80 mEq). Esempio di gating eseguito sui CD4". Risultati analoghi con CD8+.

Dall’ analisi citofluorimerica risulta un aumento della proliferazione delle cellule T CD4", trattete con

NaCl a qualsiasi concentrazione, rispetto a cellule trattate con Urea e con solo terreno. La

proliferazione diminuisce in presenza di NaCl ed EPO (Fig. 8).
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Fig. 8: Andamento della proliferazione cellulare della popolazione T CD4"
attivate con cellule aCD3/aCD28 mAb: NaCl 20 mEq 110% +0.8, NaCl 40 mEq
92.96% +1.8, Urea 40 mEq 105+7.1, Urea 80 mEq 99.94% +0.6. In presenza di
EPO 1000 IU/ml e veicolo 86.71% +3.3, NaCl 20 mEq 96.77% +2.7, NaCl 40
mEq 92.41% £3.55, Urea 40 mEq 97.6% +1.9 e Urea 80 mEq 96.9% +2.8.

*P<0.05 vs. veicolo vs stessa quantita di NaCl/Urea; °P<0.05 NaCl/Urea vs

OmEq/L

4.5 EPO INIBISCE LA PRODUZIONE DI INF-y IN CELLULE T,
STIMOLATE CON aCD3/CD28, INDOTTA DAL NaCl

Abbiamo poi valutato I’effetto di NaCl ed EPO sulla produzione di IFN-y da parte delle cellule T.
Cellule T CD4", marcate con CFSE, sono state attivate con aCD3/CD28 e trattate con NaCl (20 e 40
mEq) o Urea (40 e 80 mEq). Dopo cinque giorni di trattamento ¢ stata valutata la proliferazione
misurando CFSE, I’ espressione di CD4 e quella di INF-y in citometria a flusso. L’analisi ¢ stata
eseguita su 4 donatori differenti e i risultati sono stati normalizzati su volori ottenuti in cellule che

avevano ricevuto solo il veicolo (Fig. 9).
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Veicolo NaCl 40mEq Urea 80mEq

1.9% 6.7% 3.1%
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Fig. 9 Diluizione CFSE ed espressione di INF-y in cellule T CD4" attivate con cellule aCD3/aCD28 mAb con NaCl (20

e 40 mEp) o Urea (40 e 80 mEq). Esempio di gating eseguito sui CD4".

Dall’ analisi citofluorimerica risulta un aumento della produzione di INF-y da parte delle cellule T,
CD4’, trattete con NaCl a qualsiasi concentrazione, rispetto a cellule trattate con Urea e con solo

terreno. L’ espressione di INF-y da parte delle cellule T diminuisce in presenza EPO (Fig. 10).
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Fig. 10: Andamento dell’espressione di della popolazione T CD4" attivate
con cellule aCD3/aCD28 mAb: NaCl 20 mEp 129% +2.3, NaCl 40 mEq
210% =£1.9, Urea 40 mEq 102.3+0.6, Urea 80 mEq 111.3% +03.6. In
presenza di EPO 1000 IU/ml e veicolo 87.7% +3, NaCl 20 mEq 90% 2.6,
NaCl 40 mEq 89.6% =4, Urea 40 mEq 102% +28 e Urea 80 mEq 89.6%
+0.8.

*P<0.05 vs. veicolo vs stessa quantita di NaCl/Urea; °P<0.05 NaCl/Urea
vs OmEq/L

4.6 EPO ININBISCE L’INDUZIONE DI CELLULE Th17, INDOTTA DAL NaCl

I dati pubblicati mostrano che il NaCl aumenta la conversione delle cellule CD4" verso un fenotipo
Th17. Per valutare I’effetto di NaCl ed EPO Cellule Naive CD4" sono state indotte verso un fenotipo
Th17 attivate con aCD3/CD28, TGF-,IL-6, IL-1p, IL-21, IL-23, anti-IL4 and anti-IFN-y. Le cellule
sono state trattate con NaCl (20 e 40 mEq) o Urea (40 e 80 mEq). Dopo sei giorni di trattamento ¢
stata valutata 1’ espressione di IL-17 in citometria a flusso.

L’analisi e’ stata eseguita su 6 donatori differenti e i risultati sono stati normalizzati su volori ottenuti

in cellule che avevano ricevuto solo il veicolo (Fig. 11).
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Fig. 11 Espressione di IL17 e CD4 in cellule Th17 indotte da Naive CD4". Le cellule sono state trattate con
NaCl (20 e 40 mEq) o Urea (40 e 80 mEq). Esempio di gating eseguito sui CD4" e IL17"

Dall’ analisi citofluorimerica risulta un aumento della proliferazione delle cellule CD4" e IL17",
trattete con NaCl a qualsiasi concentrazione, rispetto a cellule trattate con Urea e con solo terreno. La

proliferazione diminuisce in presenza di NaCl ed EPO (Fig.12).
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Fig. 12: Andamento dell’espressione di CD4'IL17" in cellule Th17 indotte da
Naive CD4": NaCl 20 mEq 380% +114.2, NaCl 40 mEq 535.93% +237.7, Urea
40 mEq 157.1+51.7, Urea 80 mEq 185.28% +23.9. In presenza di EPO 1000
IU/ml e veicolo 130% +42.2, NaCl 20 mEq 352.15% =+77.1, NaCl 40 mEq
352.1% £77.1, Urea 40 mEq 96.15% +42.42 e Urea 80 mEq 107.69% 0.
*P<0.05 vs. veicolo vs stessa quantita di NaCl/Urea; °P<0.05 NaCl/Urea vs
OmEq/L

4.7 EPO INCREMENTA LA PERCENTUALE DI CELLULE T
REGOLATORIE.

Le cellule T regolatorie (Treg) svolgono un ruolo cruciale nel controllo della risposta immune
allogenica e nella prevenzione delle malattie autoimmune. Esistono due subset di cellule Treg: le
Treg timiche, generate direttamente nel timo, e quelle indotte in periferia in presenza di TGF-f3. Per
testare 1’effetto di NaCl ed EPO sull’induzione di queste Treg, abbiamo coltivato cellule T CD4"
naive in presenza di monociti e con aCD3 mAb, IL2 e TGF-} in presenza di NaCl (20 e 40 mEq) o
Urea (40 e 80 mEq) +/- EPO. Dopo cinque giorni di coltura ¢ stato valutato I’ espressione di FoxP3 in
citometria.

Dall’ analisi citofluorimerica risulta un aumento della popolazione FoxP3" in cellule trattate con
EPO, rispetto a quelle trattate con NaCl, Urea o solo terreno. La popolazione T regolatoria aumenta

ulteriormente in presenza di EPO e NaCl (Fig. 14).
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Fig. 13 Espressione di IFN-y e FoxP3 in cellule T regolotorie indotte da Naive CD4". Le cellule sono state
trattate con NaCl (20 e 40 mEq) o Urea (40 e 80 mEq). Esempio di gating eseguito sui CD4", IFN-y- e
FoxP3".
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Fig. 14: Andamento della proliferazione di cellule CD4*, IFN-y- e indotte da Naive
CD4*: NaCl 20 mEq 98% +0.3, NaCl 40 mEq 101.3% 2.6, Urea 40 mEq 98+0,
Urea 80 mEq 97% +0. In presenza di EPO 1000 IU/ml e veicolo 106% +3.7, NaCl
20 mEq 113% +7.9, NaCl 40 mEq 226.8% £15.9, Urea 40 mEq 105.6% +6.6 ¢
Urea 80 mEq 107.22% +6.3.

*P<0.05 vs. veicolo vs stessa quantita di NaCl/Urea; °P<0.05 NaCl/Urea vs
OmEq/L
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4.8 EPO ED NaCl NON INFLUENZANO LA STABILITA’ DELLE CELLULE
T REGOLATORIE

Le cellule Treg generate da cellule T naive hanno un fenotipo instabile e, in presenza di citochine
inflammatorie, perdono 1’espressione di Foxp3 e si convertono in cellule T effettrici. Per testare
I’effetto di NaCl ed EPO sulla stabilita delle cellul Treg, abbiamo indotto Treg, e le abbiamo
stimulate in colture secondarie con aCD3/aCD28 e IL-2, senta TGF-f. A distanza di tre giorni, circa

il 50% delle cellule aveva perso 1’espressione di Foxp3, un fenomeno che non era modificato da NaCl

o EPO (Fig. 15).

MFI:
2288 A 92.80%
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1290 B 8059% 1290 L S047%
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1259 20.00%
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FoxP3 ——

Fig.15. Stabilita’ delle cellule iTreg in presenza di NaCl
+/- EPO. Cellule Treg indotte a partire da cellule T naive
CD4+ sono state isolate con metodica di flow-sorting e
poi ristimulate con aCD3/aCD28 mAb, IL-2 senza TGF-
B, in presenza di NaCl, urea, con o senza EPO. Il flow
plot e’ rappresentativo di esperimenti condotti su 2
donatori indipendenti.
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5. DISCUSSIONE E CONCLUSIONE

Questo studio dimostra che il sale induce un aumento della proliferazione e del numero dei linfociti T
CD4" e CDS8" attivati che viene prevenuto dalla presenza in coltura di EPO. L’immunosoppressione
non ¢ dovuta ad un aumento della apoptosi o necrosi cellulare, che rimangono invariate in cellule
trattate con EPO, ma ad un diminuzione della proliferazione cellulare. Possiamo affermare che I’EPO
non ha un effetto pro-apoptoco in cellule CD4" e CD8" ma anti-proliferativo. Questo effetto & stato
ulteriormente chiarito, in questo studio, anche in cellule T indotte in risposta sia ad uno stimolo
allogenico sia tramite stimolo con aCD3/CD28. Inoltre, EPO ¢ in grado di diminuire la produzione di
IFN-y, fondamentale per lo sviluppo di Thl, in seguito ad attivazione dei linfociti T, mentre non
modifica I’induzione di cellule Thl7. Da notare, EPO ed NaCl hanno effetti sinergistici
sull’induzione di cellule iTreg.

Studi precendenti hanno dimostrato che EPO inibisce 1’espansione di linfociti T umani inibendo il
signaling dell’IL2. Questo finding ci ha indotti a ipotizzare che la produzione di EPO nel rene
(organo dove i livelli di questo ormone sono piu’ elevati) potesse costituire un meccanismo di
tolleranza periferica. A livello renale, tuttavia, sono anche presenti elevati livelli di NaCl che
potrebbero contrastare gli effetti di EPO. Gli studi presentati qui dimostrano che EPO continua ad
esercitare effetti immunomodulanti anche in presenza di alte concentrazioni di NaCl.

La risposta immunitaria ¢ mediata dall’interazione tra APC, cellule T CD4" helper (Th) e cellule T
regolatorie (Treg). Durante il priming le cellule T CD4" possono essere polarizzate verso distinte
sottopopolazioni di cellule effettrici: Thl, Th17 e Th2. Una polarizzazione corrispondente esiste
anche per le cellule CD8" citotossiche (Salgame et al., 1991). La polarizzazione a cellule Thl ¢&
indotta da interferone-y (IFN-y) e interleuchina-12 (IL-12) e soppressa da IL-4; le cellule Thl
producono principalmente IL-2, IL-3, TNF-a (fattore o di necrosi tumorale) e IFN-y e sono i
principali regolatori della risposta cellulo-mediata per distruggere cellule tumorali o patogeni
intracellulari (come virus e alcuni batteri). Le cellule Thl sono coinvolte nello sviluppo di patologie
autoimmuni e nelle reazioni di ipersensibilita ritardata (Abbas et al., 1996) e sono .importanti anche
nella patogenesi del rigetto acuto durante trapianto d’organo. Il fatto che EPO inibisca la
proliferazione e la produzione di IFN-y da parte di queste cellule anche in presenza di alte
concentrazioni di NaCl supporta I’ipotesi che EPO sia implicata nel controllo della risposta immune a
livello renale e possa spiegare perche’ il rene sia un organo immunologicamente meglio tollerato di
altri che non producono EPO (ad esempio il cuore).

Un altro risultato importante della ricerca ¢ la capacita dell’EPO di inibire ’induzione di Th17
indotta dal sale. Le cellule Thl7 rappresentano una sottopopolazione identificata di recente

(Harrington et al., 2005), il loro sviluppo ¢ indotto da TGF-§3 e IL-6 (Bettelli et al., 2006), stabilizzato
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e amplificato da IL-23 e inibito da IL-4 e IFN-y. Sono la principale fonte di produzione di IL-17, un
potente mediatore infiammatorio, ma secernono anche IL-22, IL-6 ¢ TNF-a (Iwakura et al., 2006). 1
linfociti Thl17 attivano le cellule coinvolte nella distruzione di batteri extracellulari e
nell’infiammazione cronica, essi sono inoltre implicati nella patogenesi di malattie autoimmuni, come
sclerosi multipla e psoriasi (Ye et al., 2001).

In altri lavoro, ¢ stato dimostrato che un aumento delle concentrazioni di NaCl ¢ in grado di
promuovere la generazione di un tipo cellule Th17 ad alta patogenicita (O’Connell, R. M. et al, 2010)
e queste in parte riescono a resistere alla soppressione delle cellule Treg grazie alla produzzione di
TNF-a e IL-6. Inoltre, le stesse Treg producono TGF-f che da un lato sopprime le cellule Thl e Th2
regolando negativamente i loro rispettivi fattori di trascrizione (T-bet e GATA3), dall’altro regola
positivamente RORYT e Foxp3 inducendo fenotipo Th17 e Treg. I nostri studi dimostrano che,
I’effetto EPO

L’effetto di EPO e NaCl sulle cellule Treg ¢ particolarmente interessante. Questa sottopopolazione
specializzata di linfociti T controlla I’omeostasi dei linfociti T e mantiene la tolleranza verso il self.
Le cellule Treg possono essere divise in due sottopopolazioni: le Treg naturali (CD4 CD25 Foxp3")
che maturano nel timo, e le Treg inducibili, derivate o da cellule CD8'CD25 o da CD4" CD25 in
periferia, sotto I’influenza di cellule dendritiche semi-mature, IL-10, TGF- e IL-2 (Mills et al.,
2004). Queste cellule migrano selettivamente nelle sedi dove ¢ richiesta wun’azione
immunosoppressiva, dove riconoscono e sono attivate dal loro antigene specifico. Qui interagiscono
con le cellule effettrici autoreattive sia di tipo CD4" che CD8" per sopprimerne reversibilmente la
funzionalita grazie alla produzione di citochine immunosoppressive o all’interazione cellula-cellula
(Mempel et al., 2006). Qui abbiamo dimostrato, per la prima volta, che EPO ¢ in grado di aumentare
I’induzione di cellule regolatorie FoxP3" in presenza di NaCl. Dati di soppressione cellulare
dimostrano che le Treg indotte in presenza di EPO e/o NaCl sono funzionalmente simili alle Treg
controllo indotte in assenza di questi stimoli.

A differenza delle cellule Treg naturali, le cellule Treg indotte in periferia hanno un fenotipo instabile
ed in presenza di citochine inflammatorie possono acquisire caratteristiche di cellule T effettrici. In
questo studio ci siamo quindi chiesti se NaCl ad EPO, che promuovono I’induzione di Treg, hanno
anche un effetto sulla loro stabilita. Gli esperimenti in vitro non hanno dimostrato alcun effetto di
NaCl o EPO sulla stabilita delle cellule Treg, a supporto del fatto che le Treg indotte in presenza di
NaCl ed EPO sono simili a quelle controllo sia dal punto di vista funzionale che per quanto concerne
la loro stabilita.

Nel complesso, i nostri dati rafforzano 1’idea che EPO sia in grado di contenere I’effetto pro-
infiammatorio indotto del sale, inibendo direttamente le cellule Thl e Thl7 e promuovendo

I’induzione di Treg. Questo suggerisce che a livello renale, dove massime sono le concentrazioni sia
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di NaCl che di EPO, EPO potrebbe svolgere un’azione di tolleranza periferica, analoga all’acido
retinoico a livello intestinale (Cassani B. et al.,, 2011). I nostri studi quindi costituiscono un
importante razionale per ulteriori lavori volti a caratterizzare ulteriormente gli effetti
immunosoppressivi di EPO e ad esplorarne le potenzialita’ terapeutiche come molecola

antiinfiammatoria.
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