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1 INTRODUZIONE

L'insufficienza renale cronica (Chronic Kidney Disease, CKD) ¢ una delle principali
cause di mortalita e morbilita nei Paesi occidentali e stime recenti riportano che la
sua prevalenza, riferita intorno all’11% nella popolazione adulta, sia in crescita (1).
La sua progressione verso 1’insufficienza renale terminale (End-Stage Renal Disease,
ESRD) comporta la necessita di una terapia sostitutiva, rappresentata attualmente
dalla dialisi extracorporea e dal trapianto di rene, i costi per la realizzazione e
gestione dei quali superano in modo consistente quelli applicati al trattamento di altre
importanti patologie che affliggono i Paesi industrializzati, tra cui ad esempio la
malattia neoplastica (1).

La scarsa conoscenza delle proprieta rigenerative del rene (2) e la sua complessita
anatomica e funzionale hanno rappresentato senza dubbio un importante ostacolo alla
ideazione e messa a punto di progetti terapeutici alternativi a quelli disponibili e
soprattutto finalizzati al recupero, € ove possibile al ripristino, della funzione renale.
Esistono tuttavia numerosi dati, ottenuti sia in modelli sperimentali animali che
nell’uomo, che sostengono I’ipotesi che la remissione di malattia e la regressione del
danno renale siano eventi possibili (3) almeno negli stadi precoci di CKD, quando
sono ancora mantenute una funzione residua e 1’istologia dell’organo.

La CKD ¢ caratterizzata, indipendentemente dal tipo specifico di malattia
glomerulare che la determina, da un marcatore istologico comune: la sclerosi
glomerulare, spesso associata ad analoghe modificazioni a carico del distretto
vascolare e tubulo-interstiziale, suggerendo la possibile esistenza di una “via finale

comune” a tutte le malattie glomerulari responsabile della progressione del danno



(4). Indipendentemente dalla natura dell’insulto iniziale, infatti, quando una porzione
significativa del tessuto renale ¢ stata distrutta, si assiste ad un declino della capacita
filtrante dell’organo associata ad una serie di cambiamenti adattativi che si
instaurano nel nefrone e che finiscono per alimentare il processo patologico in corso,
causando la formazione di una cicatrice ed un incremento della perdita di nefroni tale
da perpetuare un circolo vizioso che culmina con lo sviluppo di ESRD. La
glomerulosclerosi ¢ infatti responsabile di oltre il 90% dei casi di ESRD nell’uomo
(5).

Tra i principali fattori implicati nella genesi e nella progressione del danno si
possono annoverare modificazioni emodinamiche (in particolare 1’attivazione del
sistema renina-angiotensina-aldosterone), citochine, fattori di crescita, dislipidemia,
proteinuria, predisposizione individuale alla sviluppo di CKD, determinata ad
esempio da fattori genetici e da un basso numero di nefroni (6). Oltre a questo € noto
anche che Dl’insulto inferto selettivamente ad uno qualsiasi dei tipi cellulari che
prendono parte alla costituzione del glomerulo ¢ in grado di determinare lo sviluppo
di malattia glomerulare (7); tuttavia, mentre il danno a carico delle cellule mesangiali
ed endoteliali pud essere rapidamente riparato attraverso la replicazione e la
sostituzione delle cellule perse da parte di quelle adiacenti (5) (7), la lesione, la
perdita o la disfunzione di podociti, che sono cellule altamente differenziate e che
pertanto, come 1 neuroni, possiedono scarse o nulle proprieta rigenerative (5) (7),
rappresentano un evento critico nella determinazione del danno e quindi nello
sviluppo della glomerulosclerosi (8). L’entita della perdita podocitaria presenta
peraltro una correlazione con la gravita del danno e della conseguente proteinuria ed
¢ un marker di progressione di malattia in pazienti affetti, ad esempio, da nefropatia

diabetica o glomerulosclerosi focale e segmentale (Focal Segmental



Glomerulosclerosis, FSGS) (9), che sono cause importanti e diffuse di CKD ed

ESRD (Figura 1).
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Figura 1. Stadi dello sviluppo glomerulare e progressione del danno: il ruolo del podocita.
Durante lo sviluppo embrionale i podociti (nucleo rotondo) acquisiscono il fenotipo di cellule
mature ed esprimono markers di superficie specifici (S-shaped stage), si separano dalle cellule
epiteliali parietali (nucleo triangolare) e formano quello che diventera lo spazio di Bowman.
Nelle fasi successive (Head-shaped stage e Capillary loop stage) lo strato superficiale di cellule si
approfonda nella matassa capillare allargando la superficie disponibile per la filtrazione; si
formano i pedicelli podocitari, che si interdigitano tra le cellule e prendono rapporto con la
sottostante membrana di filtrazione glomerulare, sintetizzata dai podociti stessi e dalle cellule
endoteliali e mesangiali adiacenti. L ’ottimizzazione di questi processi conduce alla formazione
del glomerulo maturo (Mature glomerulus). Quando un insulto inferto al glomerulo determina
un danno o una perdita di podociti maturi si verifica dapprima un’espansione mesangiale
(Mesangial expansion), poi la formazione di zone di adesione tra la superficie filtrante e la
capsula di Bowman (Adhesion formation) ed infine lo sviluppo di sclerosi, dapprima a carico di
una porzione limitata del glomerulo (Segmental sclerosis), successivamente diffusa a tutta la sua
struttura (Global sclerosis). Modificato da Wiggins RC, Kidney Int,2007;71(12):1205-14.

E pertanto opinione comune che il podocita rivesta in questo processo un ruolo da
assoluto protagonista (7) (8) (10) (11) (12) (13).

Molte delle caratteristiche del podocita lo configurano come un elemento
particolarmente suscettibile al danno. Il podocita maturo ¢ una cellula terminalmente
differenziata ed altamente specializzata nel mantenimento della normale permeabilita
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della membrana di filtrazione glomerulare, tanto che uno dei primi segni di
alterazioni a suo carico ¢ rappresentato dal distacco e dalla retrazione dei pedicelli; €
normalmente esposto ad elevati regimi pressori (circa 60 mmHg) che esercitano un
significativo livello di stress meccanico (14), e, nonostante sia capace di provvedere
ad una limitata sintesi di DNA, non ¢ in grado di proliferare (5) (10) (14) (15). Ne
consegue che la morte o la perdita dei podociti glomerulari sia responsabile di uno
stato di permanente “insufficienza podocitaria” (14). La perdita di funzionalita renale
che ne deriva presenta caratteristiche comuni a quelle che si riscontrano in altri
tessuti ed organi che, come il sistema nervoso o il cuore, sono costituiti
principalmente da cellule con un elevato livello di specializzazione e, per questo fine,
caratterizzate da un differenziamento di tipo terminale (9).

Tuttavia, al pari di quanto riscontrato anche in altri distretti, esiste un’ampia mole di
dati sperimentali e clinici a sostegno della possibilita di recupero del danno
glomerulare e quindi podocitario (3) (16) (17) (18) (19). Stanti le caratteristiche
precedentemente illustrate per il podocita, appare evidente che il meccanismo piu
probabilmente coinvolto nella rigenerazione renale e nella riparazione del danno sia
rappresentato dal reclutamento e dall’attivazione di cellule staminali residenti (9).

Le cellule staminali (Stem Cells, SC), capaci di auto-rinnovarsi e di prendere parte al
mantenimento dell’integrita strutturale e funzionale dei tessuti, sono, infatti,
particolarmente indicate a tale scopo. Nonostante il rene sia un organo dotato di un
potenziale replicativo cellulare limitato, ¢ ormai accertata 1’esistenza di una
popolazione di cellule con caratteristiche di staminalita analoga a quelle descritte in
precedenza in organi e tessuti caratterizzati da un piu spiccato furnover cellulare,
come il sangue, la cute e il tratto digestivo, e capace di attendere alle esigenze

omeostatiche e di replicazione e riparazione dell’organo (20) (21) (22).



Tuttavia, 1’osservazione che le capacita rigenerative renali sono limitate, si attuano
soltanto in alcune circostanze e non si concretizzano, come invece accade in altre
specie animali, nella formazione di nuovi nefroni (3) (la perdita di un potenziale
rigenerativo completo ¢ probabilmente il prezzo da pagare per garantire la
complessita tipica degli organismi evolutivamente superiori, come 1’'uomo (23)), e
d’altra parte i dati sperimentali a sostegno del coinvolgimento critico delle SC renali
nella genesi di lesioni tipiche di alcune patologie causa di ESRD (24), suggeriscono
la necessita imprescindibile di approfondire le conoscenza relative alla biologia ed ai
meccanismi molecolari che regolano le funzioni di queste cellule, con la finalita di
individuare nuovi target terapeutici per la CKD.

Le vie di segnalazione coinvolte nella regolazione delle funzioni delle SC/cellule
progenitrici sono altamente conservate in molti organi e tessuti adulti (25),
sottolineandone ovviamente I’importanza critica. In particolare, la pathway di Notch
influenza numerosi processi importanti che realizzano le proprieta e le caratteristiche
delle cellule staminali in diverse fasi del loro sviluppo, inclusa la scelta tra auto-
rinnovamento ¢ differenziamento (25) (26) (27) (28) (29).

Pertanto, obiettivo del lavoro di cui si illustrano 1 risultati, € stato quello di studiare il
possibile coinvolgimento ed il ruolo del signaling di Notch nella regolazione della

crescita e del differenziamento delle cellule progenitrici renali.



1.1

LE CELLULE STAMINALI

La leggenda narra che quando Prometeo trasgredi le leggi degli antichi dei e rubo il
fuoco per donarlo agli esseri umani ed insegnare loro la civilta e le arti, I’ira degli dei
lo colpi con una terribile punizione: Giove incatend il grande Titano ad un fianco del
Monte Caucaso affinché un’aquila facesse preda ogni giorno del suo fegato, il quale
continuava perd a rigenerarsi, tanto rapidamente quanto piu voracemente veniva
divorato (30).

Nel mito di Prometeo viene descritta per la prima volta la strabiliante abilita
dell’organismo umano di “riparare se stesso”. Durante il corso della vita, infatti, il
nostro organismo ¢ soggetto a numerosi e ripetuti insulti (le ferite, 1 traumi, le
malattie) 1 quali, tuttavia, solo raramente finiscono per creare danni irreversibili a
carico degli organi e dei tessuti.

Le prime descrizioni scientifiche della capacita rigenerativa di un essere vivente
risalgono agli studi condotti nel 1740 da Trembley sulle idre; successivamente tali
osservazioni sono state confermate ed estese ad un ampio numero di organismi del
regno animale, dagli urodeli ai pesci, fino agli esseri umani, benché in questi ultimi
sia stata evidenziata la limitatezza di tale proprieta. Questo costituisce probabilmente
il prezzo da pagare per I’acquisizione di un elevato livello di complessita funzionale,

tipica degli organismi evolutivamente piu avanzati (23).



1.1.1 CARATTERISTICHE DELLE CELLULE STAMINALI

E ormai opinione comune che la capacita rigenerativa e di riparazione, il
mantenimento dell’omeostasi e quindi il funzionamento ottimale di un tessuto e di un
organo, ed in definitiva di un organismo, ¢ legata alla presenza, al reclutamento, alla
proliferazione ed al differenziamento di cellule indifferenziate ed auto-rigeneranti,
capaci cio¢ di dar origine, attraverso processi di divisione cellulare, a cellule
identiche a loro stesse, alle quali ci si riferisce comunemente con il termine di cellule
staminali (30).

Per essere definita tale, una cellula staminale deve avere delle caratteristiche

funzionali critiche (31) (32) (33) (Figura 2).
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Figura 2. Proprieta distintive delle cellule staminali: il self-renewal e il differenziamento.
Modificato da Twomey C for The National Academies, Understanding Stem Cells: An Overview of
The Science and Issues.

In primo luogo deve possedere la capacita di AUTO-MANTENIMENTO (o auto-
rinnovamento, self-renewal) (32) (34) (35), ovvero deve essere capace di perpetuare
s¢ stessa indefinitamente, sostenendo anche piu di 160 divisioni cellulari senza

andare incontro a trasformazione neoplastica e mantenendo le proprie caratteristiche



funzionali (35) (tale limite ¢ stato scelto arbitrariamente sulla base dell’osservazione
che la maggior parte delle cellule somatiche, quando poste in coltura, ¢ capace di
effettuare meno di 80 duplicazioni cellulari prima dell’arresto replicativo o della
senescenza). In altre parole, le SC devono essere capaci di compiere delle divisioni
cellulari simmetriche o asimmetriche, generando in ogni caso almeno una cellula
figlia dotata del loro medesimo potenziale di sviluppo, ossia caratterizzata dal
mantenimento della multi-potenza, come accade per la maggior parte delle SC di
mammifero, come ad esempio le cellule staminali ematopoietiche (Hematopoietic
Stem Cells, HSC), o di uno stato indifferenziato, piu caratteristico invece delle SC
che generano un unico tipo di cellula matura, come ad esempio le SC spermatiche
(32) (34) (35) (36). In ciascun organismo, 1’elevata capacita proliferativa di un pool
di cellule staminali ¢ fondamentale per il mantenimento degli organi.

In secondo luogo, la cellula staminale deve mostrare un POTENZIALE
MULTIDIFFERENZIATIVO, ossia deve essere in grado di differenziarsi in
numerosi diversi tipi cellulari (32) (34) (35) (37). Cio avviene mediante divisione
asimmetrica (o emi-eteroplastica), ovvero attraverso la generazione di due cellule
figlie, di cui una identica alla cellula madre e dotata delle medesime proprieta
funzionali, e I’altra destinata a proliferare e poi differenziare, perdendo la capacita di
auto-rinnovamento. Per differenziamento s’intende I’acquisizione, in seguito ad
opportuni stimoli, di caratteristiche morfologiche, fenotipiche e funzionali che
appartengono ad un tipo cellulare specifico; pertanto, durante il differenziamento,
mentre alcuni geni si attivano, altri vengono inattivati affinché la cellula
indifferenziata si specializzi. Sulla base delle potenzialita differenziative, € possibile

distinguere le cellule staminali in (35) (37):
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cellule staminali totipotenti: in grado da sole di sviluppare un intero
organismo, perché capaci di generare tutte le cellule ed i1 tessuti che
costituiscono I’embrione ed 1 tessuti extra-embrionali, tra cui la placenta, che
ne supportano la crescita in utero; sono rappresentate dall’oocita fecondato
(zigote) e dalle cellule che originano dalle prime due divisioni cellulari di
questo e che, se posizionate nella cavita uterina, possono svilupparsi in feto.

cellule staminali pluripotenti: che non possono generare un organismo
completo, poiché non sono capaci di generare la placenta e gli altri tessuti di
supporto, ma che sono in grado di specializzarsi in cellule appartenenti ad
ognuno dei tre foglietti germinali; sono rappresentate dalle cellule che, a
partire dal quarto giorno dopo la fecondazione, costituiscono la cosiddetta
“massa cellulare interna” (Inner Cell Mass, ICM), da cui originano appunto
tutti i tessuti dell’organismo. Recentemente, tuttavia, il sorprendente sviluppo
della tecnologia della “riprogrammazione cellulare” ha consentito di ottenere
cellule staminali pluripotenti a partire da cellule somatiche adulte,
essenzialmente attraverso 1’induzione in queste ultime della produzione di
fattori di trascrizione capaci di riprogrammare il loro profilo di espressione
genica e di conseguenza di modificarne il fenotipo e le potenzialita (38) (39).

cellule staminali multipotenti: capaci di differenziare in un numero limitato di
tipi cellulari, appropriato per il tessuto di appartenenza. Ne sono esempi le
cellule staminali dell’intestino tenue, che possono generare quattro tipi
cellulari specializzati (cellule di Paneth, cellule caliciformi mucipare, cellule
colonnari con funzione di assorbimento e cellule entero-endocrine), o quelle
del sistema nervoso centrale, che hanno un potenziale differenziativo tri-

lineare (neuroni, oligodendrociti ed astrociti).
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= cellule unipotenti: definite piu correttamente cellule progenitrici piuttosto che
staminali, capaci di differenziare in un unico tipo cellulare. Ne sono esempi le
cellule dello strato basale dell’epidermide, che sono in grado di generare
esclusivamente cheratinociti.
La terza proprieta distintiva della cellula staminale ¢ la CLONOGENICITA (32) (34)
(35), ossia la capacita di moltiplicarsi e di dare origine ad una progenie di cellule con
caratteristiche identiche alla cellula staminale parentale. Cid nonostante, le cellule
staminali  risultano lentamente ciclanti, ovvero impiegano un tempo
significativamente elevato per completare il proprio ciclo replicativo; da un punto di
vista teleologico questo potrebbe rappresentare il mezzo tramite il quale tali cellule
limitano le possibilita di acquisire mutazioni nel proprio patrimonio genetico, che
sono favorite appunto dalla duplicazione cellulare.
In alternativa, la cellula staminale puo essere definita e descritta da un punto di vista
molecolare: a tale scopo € opportuno chiarire il concetto di “staminalita” (34) (40).
Con questo termine si vuol indicare quel comune background molecolare che
controlla le proprieta precedentemente descritte di tutte le cellule staminali. Infatti,
nonostante le cellule staminali debbano far fronte alle diverse richieste dei vari
microambienti di appartenenza, si ritiene che esse condividano specifiche
caratteristiche genetiche che, in associazione con le proprieta funzionali descritte,
forniscono una piu precisa definizione di cellula staminale. A tal proposito, lo studio
del profilo trascrizionale delle cellule staminali ha fornito recentemente delle
conferme interessanti (40). In primo luogo, le cellule staminali sono in grado di
dialogare tramite un’ampia gamma di fattori di crescita e di molecole di superficie,
come ligandi, recettori e molecole di adesione, ed esprimono 1 costituenti delle vie di

segnalazione a valle, che consentono a tali stimoli di esercitare i loro effetti. Ad
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esempio, le molecole TGF-B (Transforming Growth Factor-p), Notch, Wnt e
JAK/STAT (Janus Kinase/ Signal Transducer and Activator of Transcription)
regolano la capacita di auto-rinnovamento delle SC attivando vie specifiche di
trasduzione del segnale (41). Inoltre, le cellule staminali esprimono molti fattori
coinvolti nella regolazione del ciclo cellulare come, ad esempio, quelli responsabili
del prolungamento e dell’arresto nella fase G1 del ciclo cellulare (caratteristico delle
cellule staminali adulte quiescenti) o della rapida progressione attraverso i
checkpoint, al fine di garantire una rapida replicazione (caratteristico delle cellule
staminali embrionali e di quelle adulte mobilizzate). Le SC condividono anche
I’espressione di geni di “staminalita” come, ad esempio, Nanog ed Oct-4 (42) (43)
(44), scoperti per la prima volta nelle cellule staminali embrionali e successivamente
individuati anche in quelle adulte. Oct-4 ¢ coinvolto nel mantenimento del self-
renewal, mentre Nanog ¢ essenziale per la tutela del fenotipo pluripotente, sia in vivo
che in vitro. Le due proteine collaborano al fine di garantire un profilo staminale:
infatti, 1 loro livelli di espressione influenzano fortemente il fenotipo cellulare.

Le SC, inoltre, possiedono la capacita di riparazione attiva del DNA e di resistenza
all’apoptosi e presentano generalmente livelli piuttosto elevati di espressione
dell’enzima telomerasi che, attraverso il mantenimento della lunghezza dei telomeri,
consente il continuo proliferare della cellula. In aggiunta a cio, i diversi tipi di SC
condividono alcune modalita di risposta allo stress e di citoprotezione. E stato
dimostrato che, in seguito all’esposizione a vari agenti citotossici, le SC
incrementano la trascrizione di proteine transmembrana responsabili della
multiresistenza ai farmaci (Multidrug Resistance Transporters), dell’ubiquitina, delle

proteine anti-apoptotiche e di molti enzimi appartenenti ai sistemi di

13



detossificazione. Il complesso di queste osservazione risulta molto utile ai fini pratici
di identificare ed isolare le cellule staminali.

Infine, un interesse sempre crescente ¢ rivolto all’identificazione di markers di
superficie caratteristici delle SC, tra cui ad esempio CDI133 (45) e CD34 (34),
utilizzati per I’isolamento delle cellule staminali ematopoietiche dal sangue
periferico e dal midollo osseo. Al momento perd, benché I’utilizzo di tali sistemi di
identificazione delle SC ne renderebbe molto piu agevole I’isolamento e, con questo,
lo studio dei meccanismi che ne regolano le funzioni, nessuno di questi markers si ¢
dimostrato sufficientemente specifico nella maggior parte dei tipi di SC identificate

(46).

1.1.2 TIPI DI CELLULE STAMINALI

Sulla base della loro provenienza, le cellule staminali possono essere distinte in due
categorie (32) (34) (35): le cellule staminali embrionali (Embryonic Stem Cells, ESC)
e le cellule staminali adulte (Adult Stem Cells, ASC).

Le CELLULE STAMINALI EMBRIONALI derivano dalla ICM della blastocisti
(stadio embrionale al 4°-5° giorno dopo la formazione dello zigote). Queste cellule
possono essere prelevate in un preciso e limitato periodo di vita embrionale che va
dal 4° al 6° giorno, prima dell’impianto dell’embrione in utero (35) (47). Pur non
essendo in grado di generare un intero individuo, le ESC possiedono le tre
caratteristiche principali che contraddistinguono le cellule staminali: la capacita di
auto-mantenersi, la clonogenicita e la capacita di differenziare in molteplici tipi

cellulari specializzati. Oltre a cid, le ESC sono capaci di proliferare in modo
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illimitato in coltura, mantenendo uno stato indifferenziato ed un cariotipo diploide
normale.

Utilizzando un modello sperimentale murino, ¢ stato possibile mettere in risalto la
capacita delle ESC di contribuire alla formazione di tutte le linee cellulari somatiche
e germinali. Infatti, le ESC murine, se inoculate all’interno di una nuova blastocisti,
vengono integrate in tutti e tre i foglietti embrionali, incluse le cellule germinali,
dando origine ad animali chimerici (48) (49). Una prova indiretta di questa capacita
multidifferenziativa, ¢ data inoltre dal fatto che numerose linee di ESC sono in grado
di formare teratomi se inoculate nel topo immunodeficiente (50). I teratomi sono
tumori costituiti da tipi cellulari derivati dai tre foglietti embrionali. Ad ulteriore
conferma delle loro potenzialita differenziative, le ESC, se coltivate in sospensione,
differenziano spontaneamente dando origine ai corpi embrioidi (50) (51) (52),
strutture che presentano al loro interno cellule appartenenti ai tre foglietti germinali.
Da un punto di vista piu strettamente molecolare, le ESC presentano un profilo
trascrizionale e di regolazione del ciclo cellulare unico: esprimono infatti elevati
livelli di Nanog, Oct-4 e Sox-2 (53) (36), fattori di trascrizione responsabili del
mantenimento della pluripotenza il primo, e della capacita di auto-mantenimento gli
altri due, attraverso la formazione di una complessa rete di interazioni molecolari
reciproche che regola 1’espressione di geni critici (36). Inoltre, le ESC non mostrano
inattivazione del cromosoma X, presentano una fase G1 del ciclo cellulare
estremamente breve, mancano del checkpoint della fase G1 e quindi rimangono nella
fase S del ciclo cellulare per la maggior parte della loro vita (36). Infine, a differenza
delle cellule somatiche differenziate, non richiedono stimoli esogeni per iniziare la
replicazione e non subiscono I’arresto del ciclo cellulare dipendente da p53 in

risposta ad un danno del DNA (36). Quando le ESC sono avviate al processo
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differenziativo, la fase G1 si allunga, il rate proliferativo si riduce e le cellule
necessitano di stimoli mitogeni per proliferare.

Esistono anche altre cellule staminali ottenibili dall’embrione. Allo stadio di
blastocisti, oltre alle cellule delle ICM, una distinta popolazione di cellule staminali
embrionali si identifica a livello del trofoblasto ed ¢ per questo denominata
trofoblastica. Le ESC trofoblastiche coltivate in vitro sono in grado di differenziare
in tutte le linee cellulari del trofoectoderma, comprese le cellule giganti del
sinciziotrofoblasto (54).

Un’altra popolazione di cellule staminali pluripotenti ¢ stata identificata
nell’embrione murino allo stadio di gastrula, una fase embrionale successiva a quella
di blastocisti. Queste cellule, riconosciute come cellule germinali primordiali
(Primordial Germ Cells, PGC) (47) (55) ed identificate accanto all’epiblasto,
originano nella parete endodermica del sacco vitellino, nei pressi dell’allantoide,
intorno alla 6 settimana dalla fecondazione; grazie alla loro capacita di movimento
ameboide, tali cellule si sottraggono alla successiva differenziazione migrando lungo
le pareti dell’intestino primitivo e il mesentere dorsale e, giunte in prossimita della
linea mediana, inducono la proliferazione dell’epitelio che riveste la cavita
celomatica, formando le creste genitali, dove danno luogo alle cellule germinali
mature. Le PGC, una volta isolate e messe in coltura, danno origine ad una
popolazione di cellule multipotenti, chiamate cellule germinali embrionali
(Embryonic Germ Cells, EGC) (55), che hanno dimostrato un comportamento in
parte analogo a quello delle cellule staminali embrionali, sia negli esperimenti in
vitro che in vivo (55) (56). Tuttavia, le EGC differiscono dalle ESC per le loro
diverse caratteristiche di crescita in vitro. ESC umane sono state propagate per circa

due anni in vitro, per diverse centinaia di population doublings, mentre le EGC sono
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state finora mantenute solo per 70-80. Inoltre, le EGC differiscono dalle ESC in
quanto caratterizzate da una minore capacita di formare teratomi in vivo e di produrre
animali chimerici, probabilmente dovuta alla loro comparsa piu tardiva durante
I’ontogenesi (55).

Le CELLULE STAMINALI ADULTE sono cellule indifferenziate che si
localizzano nei tessuti specializzati dell’organismo adulto. Queste cellule possiedono
solo in parte le caratteristiche morfologiche, strutturali, molecolari e antigeniche che
si riscontrano nelle cellule differenziate del loro tessuto di appartenenza; inoltre,
presentano le caratteristiche tipiche delle cellule staminali, quali la clonogenicita e la
capacita di auto-mantenersi indefinitamente (57).

Esse svolgono due funzioni primarie: il mantenimento dell’omeostasi del tessuto e la
sostituzione delle cellule morte o danneggiate che avviene in seguito all’instaurarsi
di un processo patologico o di un danno tissutale. A differenza di quanto noto per le
ESC, non ¢ ancora chiaro in quale fase dello sviluppo embrionale abbiano origine le
ASC. Secondo alcuni autori, le ASC si sviluppano dopo la gastrulazione e a seguito
del commitment tissutale, pertanto il loro potenziale differenziativo ¢ limitato
soltanto al foglietto embrionale di origine. Questa teoria sembra essere la piu
accreditata, benché altri autori ritengano che lo sviluppo delle ASC si verifichi prima
della gastrulazione: secondo questa ipotesi le cellule si sottraggono alla restrizione di
lineage nelle fasi molto precoci dello sviluppo embrionale e successivamente
colonizzano specifiche nicchie tissutali, che ne garantiscono il mantenimento e al
contempo ne limitano il potenziale differenziativo in relazione al tessuto in cui si
localizzano (35) (58).

Negli organi le ASC risiedono in nicchie specifiche, ovvero in regioni privilegiate

dei tessuti di appartenenza, dove sarebbero protette da insulti ambientali e
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riceverebbero un adeguato apporto ematico. La nicchia consente 1’interazione tra le
cellule staminali e le altre cellule di supporto, necessarie a produrre fattori utili per
prevenirne I’ingresso nel ciclo cellulare. Quindi, la nicchia opera un meccanismo di
controllo sull’auto-rinnovamento e sul differenziamento delle SC (59).

Le cellule staminali adulte sono capaci di dare origine a tutti i tipi cellulari del
tessuto a cui appartengono, contribuendo cosi al mantenimento dell’omeostasi ed
all’integrita strutturale e funzionale dell’organo, mediante la sostituzione delle
cellule mature danneggiate o morte (57).

La capacita di differenziare in risposta ad opportuni stimoli ¢ strettamente legata alla
capacita di auto-mantenimento. Queste due proprieta esclusive delle cellule staminali

si realizzano attraverso due distinti meccanismi proliferativi (60) (Figura 3).

Symmetrical Asymmetrical Symmetrical
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Figura 3. Divisione simmetrica e asimmetrica della cellule staminali e loro possibili conseguenze.
Cellule staminali, in giallo. TAC, in blu. Modificato da Alison MR et al, J Pathol,2009;217:144—
160.

Il primo si basa su una divisione asimmetrica, nella quale si generano, ad ogni ciclo
cellulare, una cellula identica alla cellula madre (staminale) e una piu differenziata,

che ¢ destinata ad originare una cellula matura, dopo un numero limitato di cicli
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cellulari e che ¢ definita cellula di transizione o precursore transitorio di
amplificazione (Transit-amplifying Cell, TAC). Il secondo meccanismo proliferativo,
invece, prevede una divisione di tipo simmetrico. Questo secondo meccanismo ¢ piu
flessibile perché, secondo le necessita omeostatiche dell’organo, puo favorire cicli
proliferativi di espansione (da una cellula madre a due cellule figlie identiche alla
cellula che le ha generate) oppure cicli differenziativi (da una cellula madre a due
cellule figlie piu differenziate) (31).

Sebbene le cellule staminali adulte e quelle embrionali condividano molte
caratteristiche, le ASC sono piu rare e molto piu difficili da identificare, isolare e
purificare. Il loro numero, infatti, declina progressivamente con lo sviluppo
dell’organismo e raggiunge valori minimi e stabili in eta adulta. Le ASC si
caratterizzano inoltre per un potenziale differenziativo ed una capacita di
mantenimento e di sopravvivenza in coltura piu limitati rispetto alle ESC.

Ci0 nonostante, questi dati contrastano con i risultati degli esperimenti di transfert
nucleare, con 1 quali si dimostra che il nucleo di qualsiasi cellula differenziata puo
essere riprogrammato a generare una cellula staminale embrionale se inserito in un
embrione denucleato, e che pertanto qualsiasi cellula puo diventare una cellula
staminale se una corretta serie di stimoli ¢ indirizzata dal citoplasma al nucleo (38)
(39). Ne consegue che il passaggio evolutivo da zigote a cellula staminale
embrionale e da questa a cellula staminale adulta, fino alla cellula differenziata puo
essere interpretato come un continuum caratterizzato da una serie precisa di punti
critici soggetti a fine regolazione, il superamento dei quali determina in modo
irreversibile il destino della cellula nel corso del suo sviluppo. Se questo ¢ vero, le
reali differenze tra cellula staminale embrionale e adulta si riconducono al numero di

passaggi critici irreversibili attraversati, la conoscenza dei quali, e delle possibilita e
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difficolta tecniche nel revertirli, fornisce una misura della reale possibilita di ricreare
una cellula staminale pluripotente e immortale a partire da una cellula maggiormente

differenziata (58).

1.1.3 FONTI DI CELLULE STAMINALI ADULTE

Un crescente interesse ¢ stato rivolto negli ultimi anni alla possibilita di utilizzo
terapeutico delle ASC, soprattutto in virtu delle minori implicazioni etiche che
presentano rispetto alle ESC. Questo non pud ovviamente prescindere dalla
conoscenza delle caratteristiche, della funzione e dei limiti di utilizzo che ciascuna
popolazione di ASC possiede.

La principale fonte di conoscenze delle caratteristiche e della biologia delle ASC ¢
rappresentata attualmente dalle CELLULE STAMINALI EMATOPOIETICHE, che
sono storicamente le prime ASC identificate: le cellule staminali ematopoietiche
sono state isolate dal midollo osseo del topo nel 1961 da Till e McCulloch (61),
come cellule in grado di dare origine a tutti 1 tipi cellulari del sangue periferico. Da
allora sono state ampiamente studiate, tanto che oggi sono correntemente utilizzate
per il trattamento di numerose e diverse malattie ematologiche.

Lo studio della loro capacita di ripopolare il midollo osseo ¢ stato eseguito attraverso
I’inoculo in topi privati di qualsiasi precursore ematopoietico mediante irradiamento
corporeo totale, di cellule prelevate dal midollo di un animale singenico donatore. Le
cellule inoculate nel circolo dell’animale irradiato erano in grado di insediarsi in tutti
1 siti ematopoietici dell’animale ospite, compresa la milza, dove, dopo 10-14 giorni
dal trapianto, davano origine alla formazione di noduli di tessuto ematopoietico

microscopicamente visibili, ognuno dei quali era, in realta, il prodotto di un processo
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di espansione clonale di una singola cellula che, una volta isolata ed identificata, ha
preso il nome di Colony Forming Units-Spleen (CFU-S). Analoghi studi eseguiti
nell’uvomo hanno portato all’identificazione di una popolazione di cellule staminali
ematopoietiche dalle caratteristiche analoghe a quella murina (62).

Studi successivi hanno permesso di comprendere I’immunofenotipo sia delle CFU-S
(61) che delle HSC umane (63) (64) (65) (66), in modo da permettere una loro rapida
e facile individuazione nel contesto di una popolazione cellulare in vitro o in un
tessuto in vivo. Attualmente ¢ possibile identificare, isolare e purificare le HSC
utilizzando combinazioni di marcatori di superficie che ne caratterizzano il fenotipo
(c-kit", CD34" e Lin’). E possibile isolare le HSC anche sulla base di proprieta
funzionali, come ad esempio la capacita di espellere il colorante vitale fluorescente
Hoechst 33342, fornita dall’espressione di un trasportatore di membrana ABCGI
(ATP-Binding Cassette Superfamily G Member 1), appartenente alla famiglia dei
canali MDR (Multi-Drug Resistance) (67).

Tra le HSC si distinguono le HSC a lungo termine (Long term-HSC, LT-HSC), che
proliferano per I’intera vita dell’organismo, e le HSC a breve termine (Short term-
HSC, ST-HSC), discendenti delle LT-HSC, che proliferano per un tempo limitato e
successivamente differenziano nei precursori mieloidi e linfoidi.

Fin dagli anni ‘70 ¢ stata ipotizzata 1’esistenza all’interno del midollo osseo di una
seconda popolazione di cellule staminali, le CELLULE STAMINALI
MESENCHIMALI (Mesenchymal Stem Cells, MSC, note anche come cellule
staminali stromali) (68), ma soltanto negli anni ‘80 sono state sviluppate adeguate
tecniche di isolamento, purificazione e coltura per questa popolazione cellulare.

Le MSC, in analogia con le HSC, presentano elevate potenzialita di self-renewal (69)

e sono in grado di differenziare in varie tipologie di cellule dei tessuti connettivi,
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quali osso, cartilagine, muscolo, tessuto adiposo, tendini ed altri (70) (71). Le MSC
vengono selezionate per la loro mancanza dei markers di superficie CD45 e
glicoforina A e separate dalle HSC circolanti attraverso immunoselezione negativa
con anticorpi anti-CD14 (monociti-macrofagi), anti-CD31 (cellule endoteliali) e anti-
CD11a/LFA-1 (linfociti) (72). Le MSC risultano inoltre uniformemente positive per i
markers SH2 (o CD105, endoglina), SH3, CD29, CD44, CD71, CD90, CD106,
CDI120a, CDI124 e Stro-1 ed evidenziano inoltre la co-espressione di geni
caratteristici della linea osteoblastica (fosfatasi alcalina, osteocalcina e osteopondina)
e di quella adipocitica (lipoproteina lipasi), suggerendo la possibilita che tali cellule
stromali costituiscano precursori dotati della capacita di differenziare verso diversi
tipi cellulari (72) (73).

Un ruolo di notevole importanza svolto dalle MSC ¢ quello di supporto per la
sopravvivenza e per la proliferazione delle HSC (69) (74), che ne suggerisce il
possibile utilizzo terapeutico per il miglioramento del trapianto di HSC. Le MSC
sono state inoltre utilizzate con successo per correggere difetti ereditari a livello di
tessuto osseo o cartilagineo, come dimostrato da esperimenti condotti in vivo su
animali (75).

Insieme alle MSC ¢ possibile purificare anche le MAPC (75) (Multipotent Adult
Progenitor Cells), una sottoclasse delle MSC con spiccate caratteristiche
differenziative, ma con un fenotipo leggermente diverso.

Negli ultimi anni si sono accumulate evidenze circa la presenza nel sangue periferico
di soggetto adulto di un’altra popolazione di cellule progenitrici derivate dal midollo
osseo, caratterizzate dall’espressione dei marcatori CD34, CD133 e VEGFR-2
(Vascular Endothelial Growth Factor Receptor-2) (76). Esse vengono mobilizzate

nel sangue periferico in risposta ad un evento ischemico o ad un danno a livello
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endoteliale, per la costituzione di nuovi vasi o per promuovere la riparazione di
quelli gia esistenti (76) (77), essendo capaci di differenziare in cellule endoteliali
mature; sono pertanto denominate PROGENITORI DI CELLULE ENDOTELIALI
(Endothelial Progenitor Cells, EPC) (76) (78). La prima descrizione dettagliata
dell’isolamento di un putativo progenitore endoteliale risale al 1997 (79): cellule
CD34" furono isolate dal sangue periferico umano e piastrate su superfici rivestite di
fibronectina; dopo pochi giorni di coltura queste cellule iniziavano a manifestare
caratteristiche riconducibili a quelle delle cellule endoteliali (80) (81).

La cellula staminale ematopoietica e la EPC condividono una serie di determinanti
antigenici come VEGFR-2, Tie-2, c-Kit, Sca-1, CD133 e CD34, suggerendo pertanto
la possibile origine di queste due popolazioni da un precursore comune, denominato
emangioblasto (82) (83). Il termine “EPC” puod percio raggruppare un insieme di
cellule a diversi stadi differenziativi, che vanno dall’emangioblasto alla cellula
endoteliale matura (77). 1 segnali che danno inizio alla differenziazione
dell’emangioblasto, sia verso il precursore ematopoietico che verso EPC, sono ad
oggi ancora largamente sconosciuti, ma si ritiene possano includere fattori di crescita
angiogenetici reclutati dalla periferia, quali ad esempio il VEGF (Vascular
Endothelial Growth Factor) (84) (85).

Come illustrato, le EPC sono caratterizzate sostanzialmente dall’espressione di tre
markers, CD133, CD34 e VEGFR-2, chiamato anche KDR (Kinase Insert Domain
Receptor) o Flk-1. E stato tuttavia dimostrato che il fenotipo di tali cellule si
modifica a seguito del passaggio dal midollo osseo al circolo periferico: in
particolare ¢ stata dimostrata 1’acquisizione di un elevato livello di espressione della
caderina endoteliale vascolare (VE-caderina) e del fattore di von Willebrand (vVWF),

non evidenziabile ad uno stadio precoce (86), in associazione alla perdita
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dell’espressione di CD133. Dato che le cellule endoteliali mature mostrano un
elevato livello di espressione di VEGFR-2, della VE-caderina e del vVWF, sembra che
la perdita dell’espressione in membrana di CD133 rifletta la trasformazione delle
EPC circolanti in cellule endoteliali con fenotipo piti maturo. E comunque ancora
poco chiaro quale sia il momento nel quale le EPC iniziano a perdere il CD133, se
durante la loro migrazione dal midollo osseo verso la circolazione sistemica o piu
tardi, durante la loro permanenza nel sistema circolatorio (76).

L’approccio sperimentale applicato con successo sul midollo osseo ¢ stato poi esteso
ad un’ampia serie di tessuti adulti (87), consentendo 1’identificazione di ulteriori
popolazioni staminali a livello del sistema nervoso centrale, del muscolo scheletrico,
della cute, dell’apparato digerente, della cornea, della polpa dentaria, della retina e
del fegato.

Nel SISTEMA NERVOSO CENTRALE, per lungo tempo considerato incapace di
rigenerazione e di recupero funzionale, soprattutto a causa della sua estrema
specializzazione, sono state identificate cellule staminali capaci di neurogenesi in
particolari regioni cerebrali, quali il giro dentato dell’ippocampo (Subgranular Zone,
SGZ) e la regione subventricolare (Subventricular Zone, SVZ) dei ventricoli laterali
(31) (88), inizialmente nel topo ed in seguito anche nell’uomo (89). Le cellule
staminali neuronali (Neural Stem Cells, NSC) sono identificabili come cellule
CD133+/CD24 e possono essere propagate in colture serum-free per lungo tempo in
presenza di EGF (Epidermal Growth Factor) e di bFGF (basic Fibroblast Growth
Factor). In queste condizioni di coltura, le NSC mostrano le capacita di formare delle
“neurosfere” dalle quali si differenziano neuroni, astrociti ed oligodendrociti (90)
(91). Diversi studi hanno dimostrato che le NSC murine sono capaci di determinare

un recupero funzionale di alcuni compartimenti cerebrali, come la substantia nigra,
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caratterizzata dalla presenza di cellule dopaminergiche. Inoltre, queste cellule hanno
favorito la rimielinizzazione ed il conseguente recupero funzionale di aree del
sistema nervoso centrale di topi affetti da una malattia demielinizzante indotta
sperimentalmente (90) (91).

Recentemente inoltre ¢ stato dimostrato che queste cellule sono dotate di una estrema
plasticita. Cellule staminali neuronali prelevate da un topo adulto e inoculate in topi
sottoposti ad irradiazione corporea sub-letale, sono in grado di integrarsi nel midollo
osseo ¢ di cambiare completamente il proprio fenotipo, acquisendo le caratteristiche
di HSC (92). Questo processo di conversione neuro-ematopoietica ¢ stato
successivamente dimostrato, sia in vivo che in vitro, usando anche NSC umane (93).
Quest’ultime sono risultate, in un recente studio, in grado di produrre anche cellule di
muscolo scheletrico, sia in vivo che in vitro (94).

Nel MUSCOLO SCHELETRICO sono state identificate due popolazioni di cellule
staminali miogeniche: le cellule satelliti e la “side population™.

Le cellule satelliti costituiscono meno del 5% della cellularita presente nel muscolo
scheletrico, si localizzano in stretta vicinanza delle fibre muscolari, tra il sarcolemma
e la lamina basale, e sono le principali responsabili della rigenerazione del muscolo,
sia durante la crescita che durante i processi di rigenerazione. Le cellule satelliti sono
caratterizzate dall’espressione del marker di superficie M-caderina e del fattore di
trascrizione Pax7 (95). Esse non sono normalmente in divisione, ma possono essere
indotte a proliferare a seguito di un danno o quando il muscolo viene sottoposto ad
uno sforzo eccessivo, originando precursori miogenici che poi differenziano a
miofibrille. E nota I’esistenza di un gruppo di fattori di regolazione miogenica
(Myogenesis Regulation Factors, MRF) (96) che giocano un ruolo importante

durante la differenziazione di queste cellule: queste molecole non risultano espresse a
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livelli significativi nelle cellule satelliti quiescenti ma subiscono un rilevante
incremento di produzione quando tali cellule sono attivate, ad esempio in
conseguenza di un danno. Le cellule satelliti isolate dal muscolo scheletrico di ratto,
coniglio e uomo mostrano in vitro I’abilita di differenziare in diversi tipi cellulari di
origine mesodermica: muscolo scheletrico, osso, tessuto adiposo, cartilagine e cellule
del midollo osseo (97).

La “side population” (98) si identifica, invece, ad un’analisi citofluorimetrica
(FACS) come una popolazione di cellule a piu bassa intensita di fluorescenza rispetto
alle altre, dopo somministrazione del colorante vitale Hoechst 33342.

Nel FEGATO, le cellule responsabili della rigenerazione dell’organo comprendono
gli epatociti, implicati soprattutto nel mantenimento dell’integritd in risposta ai
fisiologici processi di usura e di senescenza, e le cellule “ovali” (dette anche cellule
progenitrici epatiche), identificate per la prima volta in un modello sperimentale di
ratto come cellule capaci di riparare un danno da necrosi peri-portale indotta
chimicamente (99). Queste cellule, ritenute responsabili soprattutto della risposta
rigenerativa ad un danno cronico, sono localizzate nel contesto dell’albero biliare
intra-epatico e sono capaci di differenziare, se opportunamente stimolate, sia in
epatociti che in cellule epiteliali biliari (31).

Cellule staminali sono state identificate anche nel TESSUTO ADIPOSO (100) ed in
particolare, nel lipoaspirato che viene normalmente raccolto durante interventi di
chirurgia estetica. Queste cellule, definite cellule PLA (“processed lipoaspirate™),
sono facilmente isolabili e sono in grado di andare incontro ad adipogenesi,
condrogenesi € miogenesi in vitro.

Anche a livello dei tessuti epiteliali sono state identificate cellule staminali residenti.

Nell’INTESTINO TENUE le cellule staminali si trovano alla base di invaginazioni
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dell’epitelio definite cripte di Lieberkiihn e sono in grado di auto-rinnovarsi e dare
origine a precursori che migrano verso ’apice dei villi, differenziando in cellule
epiteliali intestinali con funzione di assorbimento o secrezione (101). Esistono
evidenze circa 1’esistenza di cellule staminali anche in altri distretti del tratto
digestivo, come ’esofago e lo stomaco, mentre ¢ ancora discussa I’esistenza di una
popolazione di cellule staminali nel pancreas (31).

Le cellule staminali della CUTE sono localizzate negli strati basali dell’epidermide, a
diretto contatto con la membrana basale, ¢ sono caratterizzate sia dal profilo
proliferativo che dall’espressione di alcuni marcatori, tra cui la pl-integrina. E inoltre
ormai accertato che il follicolo pilifero, ed in particolare la regione del bulbo,
costituisce una regione ricca di cellule staminali, percio definite cellule “buige”; tali
cellule sono quiescenti in condizioni fisiologiche, mentre proliferano e differenziano
durante il processo di rigenerazione e in seguito ad un danno (102).

A discapito di quanto fino a poco tempo fa ipotizzato, anche il CUORE sembra
costituire una fonte di cellule staminali. In particolare, nel topo cellule staminali
cardiache sono state individuate in differenti nicchie in associazione a cellule
progenitrici capaci di differenziamento in cardiomiociti, cellule endoteliali o cellule
muscolari lisce (103) (104). Queste cellule risultano positive per i markers c-kit, Sca-
1 e MDR-1, sono dotate di clonogenicita e si sono dimostrate in grado di riparare il
tessuto miocardico a seguito di un danno ischemico (105). Anche nell’uomo ¢ stata
identificata una popolazione di cellule con caratteristiche comparabili, positiva per i
markers CD34, c-kit, CD31 e KDR, formante colonie in vitro e capace di
differenziare in cardiomiociti, cellule endoteliali e cellule muscolari lisce dopo
trapianto ortotopico in topi SCID (Severe Combined Immunodeficiency) affetti da

infarto miocardico acuto (106) (107).
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Nell’OCCHIO 1 processi rigenerativi conseguenti a danni estesi sono sostenuti da
cellule localizzate a livello del limbo, un anello di tessuto situato tra la cornea e la
congiuntiva, a seguito di una migrazione centripeta verso il centro della cornea
stessa; ci0 nonostante si ritiene che 1 fisiologici processi di riparazione e
mantenimento siano in realta sostenuti, in numerose specie, da una popolazione di
cellule localizzate nei pressi della cornea, capaci di formare cloni ed esprimenti
elevati livelli di p63, CK3 ABCG2 e a9-integrina (108) (109), considerate cellule
staminali residenti. Inoltre nella retina murina sono state descritte rare cellule
pigmentate caratterizzate da proprieta fenotipiche e funzionali comparabili con quelle
delle principali popolazioni di cellule staminali note, tra cui proliferazione clonale e
multipotenza (110) (111).

Sono attualmente in corso numerosi studi finalizzati a confermare alcuni dati
preliminari circa 1’esistenza di popolazioni staminali anche in altri tessuti, sia murini
che umani, tra cui I’apparato riproduttivo femminile (in particolare 1’utero), il

testicolo, la ghiandola mammaria, il pancreas ed il polmone (31).

Da questa rapida analisi emerge che le cellule staminali adulte non solo sono presenti
in diversi organi, ma sono anche in grado, se isolate ed inserite in microambienti
diversi e appropriati, di generare una moltitudine di cellule specializzate, rivelando
una plasticita inaspettata, quasi simile a quella della cellula staminale embrionale.
Queste osservazioni hanno, pertanto, determinato il sovvertimento di un dogma
fondamentale della biologia, sulla base del quale si postulava che le cellule staminali
adulte, a differenza di quelle embrionali, fossero parzialmente specializzate e che la
loro multipotenza si esplicasse esclusivamente nella produzione di cellule

differenziate del tessuto di appartenenza. A conferma di quanto detto, nel 1998 per la
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prima volta fu dimostrato che le cellule staminali ematopoietiche potevano dare
origine a cellule del muscolo scheletrico (112). Da allora piu di 200 pubblicazioni
hanno fortemente suggerito che le ASC possiedano capacita differenziative analoghe
a quelle delle ESC. Questo fenomeno di acquisizione stabile di caratteristiche
fenotipiche diverse da quelle del tessuto di origine ¢ noto come
“transdifferenziazione”. Recenti studi condotti su cellule staminali adulte di altri
organi, quali il cervello, hanno messo in luce che la capacita di transdifferenziare in
cellule mature di altri tessuti si estende anche agli organi con origine embrionale
diversa (113).

Da tutte queste osservazioni si pud dedurre che la predeterminazione delle cellule
staminali adulte non sia irreversibile. Esse, infatti, se esposte a stimoli ambientali
diversi, possono riattivare un programma genetico reso precedentemente silente ed
acquisire un’identita morfologica e funzionale molto diversa da quella tessuto-
specifica programmata durante la vita intrauterina (114). Almeno tre diversi
meccanismi potrebbero essere in grado di spiegare questo comportamento “plastico”
delle cellule staminali adulte. In primo luogo, ¢ noto che ASC di un organo si
possono trovare anche al di fuori di esso. Ad esempio, le HSC non risiedono solo nel
midollo osseo, ma circolano anche nel sangue periferico e sono state isolate anche
nel muscolo (57) (114). In secondo luogo, una plasticita apparente puo risultare da un
processo di fusione tra cellule del donatore e cellule del ricevente (fenomeno di
eterocariosi). Nel 2002, Ying e Terada hanno dimostrato (113) che una coltura di
ESC con HSC o NSC pud portare alla formazione di cellule fusate tetraploidi o
aneuploidi che si comportano come le embrionali, producendo corpi embrioidi in
vitro ed animali chimera in vivo. Comunque, ancora non ¢ noto quanto di questa

apparente plasticita sia dovuto al fenomeno della fusione e quanto al fenomeno della
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transdifferenziazione (113) (57) che rappresenta la terza possibilita. La
transdifferenziazione ¢ un fenomeno di acquisizione stabile di caratteristiche
fenotipiche diverse da quelle del tessuto di origine, che si puo estendere anche a
tessuti con origine embrionale diversa. Pertanto, si pud dedurre che la
predeterminazione delle cellule staminali somatiche non sia irreversibile, ma che le
cellule possano riprogrammarsi geneticamente dopo [’esposizione a stimoli

ambientali diversi.
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1.2

LE CELLULE STAMINALI RENALI

Il rene condivide con la maggior parte degli organi la capacita di rigenerare le
strutture di cui € costituito sottoposte a diversi tipi di danno (115) (116) (2) (117) (3)
(118).
Nella maggior parte dei tessuti adulti, il mantenimento della fisiologica omeostasi ed
1 processi di riparazione e sostituzione delle cellule danneggiate o morte sono
sostenuti dalle cellule staminali residenti (115) (25), la cui prima descrizione, come
noto, ¢ stata fornita dallo studio del midollo osseo. Basandosi sulle acquisizioni
ottenute sul sistema ematopoietico, € stato poi possibile identificare in molti altri
tessuti adulti cellule staminali dotate delle proprieta di auto-rinnovamento e
multipotenza, offrendo in tal modo la possibilita di comprendere 1 meccanismi che
regolano le capacita rigenerative dei tessuti.
Tuttavia, nel rene I’identificazione delle cellule staminali ha presentato notevoli
difficolta (119) (120) (121) (122) (123) (124) (20): ¢ stato infatti proposto che la
riparazione delle strutture soggette al danno potesse essere sostenuta da quattro
meccanismi (Figura 4), non necessariamente mutuamente esclusivi e piu
probabilmente cooperanti:
1. cellule terminali completamente differenziate sarebbero in grado di proliferare e
produrre cellule figlie identiche a loro stesse.
2. cellule terminali completamente differenziate andrebbero incontro ad un
processo di de-differenziazione, cui seguirebbe un nuovo differenziamento in

diverse linee cellulari.
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3. cellule staminali e precursori di origine extra-renale (in particolare
ematopoietica) sarebbero reclutati nel rene danneggiato per differenziare in piu
tipi di cellule mature o in un solo tipo cellulare.

4. cellule staminali multipotenti residenti nel rene sarebbero in grado di generare

tutti 1 tipi cellulari necessari per il ripristino dell’integrita del nefrone.
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Figura 4. Possibili meccanismi coinvolti nel processo di rigenerazione renale. Modificato da
Oliver JA, Curr Opin Nephrol Hypertension,2004;13:17-22

Nonostante 1’estrema complessita anatomica e funzionale dell’organo, e nonostante
la conseguente difficolta nello studio del contributo dei singoli processi ai
meccanismi rigenerativi, 1’opinione attualmente piu accreditata ¢ che il recupero
dell’integrita e della funzionalita renale sia determinato dalla proliferazione di cellule
endogene renali (125). Alla luce delle evidenze sperimentali acquisite piu
recentemente, infatti, si ¢ ormai abbastanza certi che anche nel rene esista una
nicchia di cellule staminali multipotenti. A differenza, pero, dell’epitelio
dell’intestino e dell’epidermide, che dispongono di un compartimento proliferativo
ben distinto, a livello renale risulta difficile circoscrivere la zona in cui queste cellule

risiedono e determinarne con certezza 1’origine.
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I primi tentativi di identificare cellule staminali nel rene adulto si sono basati
sull’analisi delle proprieta funzionali che caratterizzano le cellule staminali di altri
tessuti, come una proliferazione cellulare lenta e continua (che conferisce la
caratteristica di label-retaining cells), la capacita di estrudere il colorante
fluorescente Hoechst (side population cells) (67), la capacita di crescita e
replicazione in condizioni di coltura selettive e 1’espressione di markers individuati
in altri tipi di SC o nel rene, durante il suo sviluppo embrionale (119) (120) (123).

Ad esempio, Olivier e coll. (119) hanno suggerito 1’esistenza di una popolazione di
cellule staminali localizzata a livello dell’interstizio della papilla nel rene di ratto
adulto, caratterizzata dalla ritenzione del nucleotide marcato bromodesossiuridina
(BrdU): tale molecola ¢ incorporata nel DNA delle cellule durante la fase S del ciclo
cellulare e pertanto cellule con un basso tasso replicativo, come le cellule staminali,
mantengono una concentrazione sufficientemente elevata di BrdU da permettere la
loro identificazione (label-retaining cells), mentre le cellule che vanno incontro a
divisioni cellulari multiple diluiscono il segnale tra le cellule figlie, impedendone la
rilevazione. L’identificazione di tali cellule suggerisce, in accordo con dati derivati
da altri studi (120) (121), I’ipotesi che cellule di origine extra-tubulare localizzate
nell’interstizio siano in grado di superare la membrana basale dell’epitelio tubulare,
integrarsi nel tubulo e contribuire alla sua rigenerazione. Poiché pero la proprieta di
trattenere la BrdU ¢ stata ripetutamente indicata come non specifica per
I’identificazione di SC, in quanto dati sperimentali ottenuti in uno studio di alcuni
anni fa, ripetutamente confermati, hanno dimostrato che la maggior parte delle
cellule BrdU-positive sono in realta cellule differenziate (126) (127), gli studi
successivi hanno utilizzato metodi piu sofisticati: in particolare Humphreys e coll.

(128) hanno allestito un modello di topo transgenico per il regolatore trascrizionale
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homeodomain Six-2, con il quale ¢ stato possibile identificare con certezza 1’origine
delle cellule responsabili della rigenerazione tubulare. In questo modello
I’attivazione trascrizionale del promotore di Six-2 conduce alla produzione di una
proteina di fusione tra la proteina fluorescente GFP (Green Fluorescent Protein) e la
ricombinasi Cre, espressa solo transitoriamente dai precursori epiteliali renali
durante la nefrogenesi embrionale. Nessuna espressione di GFPCre ¢ stata
evidenziata invece nell’adulto, né in condizioni fisiologiche né a seguito di un danno.
Quando 1 topi Six-2-GFPCre sono stati incrociati con un ceppo dotato di una
sequenza floxed STOP, la rimozione della sequenza di stop dipendente dall’attivita
di Cre ha generato nella progenie un’espressione costitutiva ed ereditabile di un gene
marker, cosi che tutte le cellule epiteliali renali di derivazione mesenchimale, dalle
cellule della capsula di Bowman a quelle della giunzione tra segmento di
connessione del tubulo e dotti collettori, risultavano marcate in modo ereditabile, in
contrasto con [’intero compartimento interstiziale e 1 dotti collettori. Dopo
I’induzione di un danno renale acuto, la riparazione dei nefroni risultava sostenuta da
cellule localizzate nella corticale GFP-positive, che rappresentano la progenie dei
progenitori embrionali renali esprimenti Six-2. Al contrario, una diluizione del
segnale avrebbe suggerito un’origine interstiziale delle cellule responsabili della
rigenerazione tubulare Questi dati, associati a quelli ottenuti da alcuni studi
successivamente condotti (129) (130), hanno consentito di dimostrare che la
riparazione di un danno dell’epitelio tubulare renale ¢ sostenuta da cellule epiteliali
tubulari mature residenti o da un subset di cellule staminali/progenitori localizzati a
livello del nefrone, mentre il contributo di cellule di diversa provenienza, come ad
esempio ’interstizio papillare, ¢ irrilevante (131) (132) o da stabilire (119) (120)

(123) (128) (129) (130).
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Studi recentemente effettuati sull’'uomo hanno condotto all’identificazione di una
popolazione di cellule staminali/progenitori localizzata nella capsula di Bowman
(20). Tali cellule sono state inizialmente individuate nel contesto del tessuto renale
tramite lo studio dell’espressione dei marcatori CD24, una molecola di superficie
precedentemente utilizzata per identificare altri tipi di cellule staminali umane, e
CD133, un marker di HSC e di altri tipi di ASC: la contemporanea espressione di
entrambe le molecole ha consentito di individuare una popolazione di cellule
epiteliali parietali selettivamente localizzata al polo urinario della capsula di
Bowman, successivamente isolata e caratterizzata per la mancata espressione di
marcatori specifici di /ineage, per 1’espressione di fattori di trascrizione caratteristici
delle SC multipotenti, quali Oct-4 e Bml-1, e per le proprieta funzionali
caratteristiche delle cellule staminali, quali self-renewal, elevata efficienza
clonogenica e potenziale multidifferenziativo (possono essere indotte a differenziare
verso vari tipi cellulari sia renali, ed in particolare cellule dell’epitelio di tubulo sia
prossimale che distale, che extra-renali, come gli adipociti, gli osteoblasti o cellule
che esibiscono marcatori fenotipici e proprieta funzionali dei neuroni, come ¢ gia
stato descritto per altri tipi di SC adulte (133) (134)). Quando iniettate in topi SCID
affetti da insufficienza renale acuta, tali cellule CD24 'CD133" hanno mostrato la
capacita di rigenerare strutture tubulari di differenti porzioni del nefrone e di ridurre
il danno renale sia dal punto di vista morfologico che funzionale (20).

A supporto di questi dati si trovano inoltre i risultati di studi precedenti, che hanno
dimostrato che il tubulo prossimale prende origine con varie angolazioni dalla
capsula di Bowman e che almeno una parte della giunzione tubulo-glomerulare
presenta un’area di aspetto intermedio tra quello glomerulare e quello tubulare, con

microvilli prominenti sulle cellule parietali, sia nell’'uomo che in altre specie. Questo
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suggerisce la possibilita che I’epitelio parietale possa essere in grado di generare
strutture tubulari, in particolare durante il periodo di sviluppo e di crescita del rene,
in corso di patologie o nell’invecchiamento (135) (136) (137) (138) (139).

Ci0 nonostante, nella maggior parte dei casi la rigenerazione tubulare non sembra
dipendere dall’attivazione di progenitori multipotenti, quanto piuttosto dalla
migrazione diretta di cellule epiteliali adiacenti alla sede del danno, in analogia a
quanto descritto a livello della cute (140) (141). L’epitelio tubulare ¢ infatti dotato
della capacita di auto-rigenerazione a seguito di un danno acuto e cellule epiteliali
tubulari sono in grado di proliferare e migrare per sostituire cellule morte (131) (132)
(142). Vogetseder e coll. hanno suggerito (143) (144) che la rapida risposta
proliferativa dell’epitelio tubulare conseguente ad un danno derivi dalla persistenza
delle cellule epiteliali tubulari nella fase Gl del ciclo cellulare da cui, se
opportunamente stimolate, possono avviare i processi replicativi ed in ultima analisi
la riparazione. In quest’ottica, il reclutamento delle cellule staminali/progenitori
renali sarebbe richiesto soltanto nel caso in cui il danno tubulare, eccessivamente
esteso o cronicamente inferto, non potesse essere riparato dalle cellule tubulari
adiacenti rimaste integre.

Nonostante la grande importanza rivestita dalla dimostrazione della capacita
rigenerativa delle strutture tubulari renali da parte della popolazione identificata, ¢
noto che la maggior parte delle malattie renali causa di ESRD, tra cui ad esempio la
nefropatia diabetica e diversi tipi di glomerulonefrite, ¢ causata da una
compromissione del glomerulo ed in particolare delle cellule epiteliali specializzate
che rivestono 1l fuft capillare, cio€ 1 podociti (145) (8) (5). Queste cellule svolgono
infatti un ruolo chiave nel danno renale cronico, rappresentando I’elemento cellulare

su cui convergono insulti di varia natura (genetici, tossici, immunologici,
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emodinamici, ossidativi, etc.). La centralita del ruolo del podocita nelle malattie
glomerulari ¢ confermata dalla relazione esistente tra entita della perdita o del danno
a suo carico e gravita delle lesioni istologiche e della riduzione della funzione renale

ad esse connesse (Figura 5):

Figura 5. Correlazione tra entita del danno podocitario e gravita delle lesioni istologiche. Da (A)
ad (I) progressivo aumento della perdita di podociti maturi e proporzionale incremento della
sclerosi glomerulare. Wharram BL et al., J Am Soc Nephrol,2005;16(10):2941-52.

fin quando la perdita ¢ limitata ( inferiore al 20%) vi pud essere completa restitutio
ad integrum sia morfologica che funzionale; quando la perdita sale al 20-40% il
danno esita nella formazione di una cicatrice, mentre quando ¢ superiore al 60% i
glomeruli divengono globalmente sclerotici e non filtranti. Questi stadi si
accompagnano a progressivi incrementi della proteinuria (fino al range nefrosico) ed

alla riduzione della funzione di clearance del rene (5).
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Nonostante il podocita rappresenti una cellula altamente differenziata e post-
mitotica, ¢ quindi dotata di scarsissima capacita replicativa (5) (146), esistono
evidenze di carattere sperimentale e clinico che suggeriscono che il danno
podocitario puo essere, almeno in parte, recuperato (117) (3). Un potenziale
meccanismo di sostituzione e riparazione potrebbe essere rappresentato dal
reclutamento e dalla attivazione di cellule staminali residenti nel rene.

La scoperta dei progenitori CD24 CD133" e la loro specifica localizzazione al polo
urinifero della capsula di Bowman del rene adulto, I’unica regione del nefrone in
contiguitd sia con le strutture tubulari che con i podociti glomerulari (123),
suggeriscono che tali cellule rappresentino progenitori comuni che, a partire dalla
loro sede strategica, possono raggiungere sia strutture tubulari che glomerulari,
sostituendo cellule danneggiate in entrambe queste sedi.

In particolare, in accordo con studi precedenti che hanno ipotizzato 1’esistenza di una
popolazione di transizione con fenotipo intermedio tra cellule epiteliali parietali e
podociti, localizzata al polo vascolare del glomerulo (147) (148) (149), nell’'uomo ¢
stato dimostrato che le cellule CD24°CD133" rappresentano una popolazione
eterogenea e gerarchica di progenitori, caratterizzata da una precisa e definita
organizzazione tissutale e dal potenziale di differenziamento e rigenerazione di
diverse strutture renali (22).

Infatti, le cellule localizzate al polo urinifero della capsula di Bowman, che
esprimono elevati livelli dei marcatori di progenitori CD24 che CD133, ma che
risultano negative per l’espressione dei marcatori dei podociti maturi, tra cui la
podocalixina (PDX), mostrano elevata capacita clonogenica e differenziativa, sia in

senso tubulare che in senso podocitario (Figura 6).
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Figura 6. Distribuzione gerarchica dei progenitori renali in un glomerulo umano adulto. I
progenitori CD24"'CD133" (in rosso) sono localizzati al polo urinario, in stretta contiguita con i
podociti (in blu) ad un estremo e con le cellule tubulari (in bianco) a quello opposto. Una
popolazione di cellule di transizione (CD24°'CD133"PDX’, rosso/blu) mostra caratteristiche
intermedie tra progenitori renali (rosso) e podociti (blu) e si localizza tra il polo urinario e
quello vascolare. Al polo vascolare del glomerulo la popolazione di transizione ¢ in contiguita di
cellule che mancano dell’espressione di markers di progenitori ma che risultano positive per
Pespressione di quelli di podociti maturi (blu). Sono rappresentate anche le cellule endoteliali (in
giallo) e le cellule mesangiali (in verde). Romagnani P, Stem Cells,2009;27(9): 2247-2253.

Al contrario, le cellule con localizzazione intermedia tra polo urinifero e polo
vascolare e caratterizzate dal fenotipo CD24 CD133"PDX", borderline tra quello del
progenitore e quello podocitario maturo, hanno wuna capacita clonogenica
decisamente minore, riscontrabile peraltro soltanto in mezzi inducenti il
differenziamento a podociti, e sono in grado di rigenerare soltanto cellule
podocitarie. Infine, le cellule localizzate al polo vascolare della capsula hanno un

fenotipo simile a quello del podocita maturo (CD133'CD24PDX"), con cui
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condividono anche caratteristiche funzionali di cellule post-mitotiche, non dando
origine a cloni e potendo essere mantenute in coltura soltanto per alcuni giorni in
appositi medium, in accordo con la loro natura di cellule terminalmente
differenziate.

I risultati ottenuti nell’'uomo sono stati confermati da esperimenti condotti
parallelamente nel topo da Appel e coll. (150) che hanno dimostrato come una
popolazione di transizione, con caratteristiche sia morfologiche che
immunofenotipiche intermedie tra cellule epiteliali parietali e podociti, pud essere
individuata in prossimita delle diramazioni capillari del glomerulo. Dato ancor piu
rilevante, il tagging genetico delle cellule epiteliali parietali nel topo ha confermato
in modo inequivocabile che 1 podociti originano da cellule dell’epitelio della capsula,
che proliferano e differenziano spostandosi dal polo urinifero a quello vascolare; tale
processo ¢ particolarmente importante ed attivo durante la crescita del rene
nell’infanzia e nell’adolescenza, ma puo aver luogo anche a seguito di un danno che
consenta una lenta e regolata generazione di nuovi podociti, come ad esempio un
nefrectomia monolaterale (151).

E opinione comune che le cellule staminali e progenitrici dei tessuti adulti derivino
da progenitori embrionali coinvolti nell’organogenesi durante la vita fetale (152)
(153).

I nefroni, le unita fondamentali del rene, sono generati ripetitivamente durante
I’embriogenesi renale da una popolazione di SC mesenchimali (Figura). In
particolare, lo sviluppo del rene adulto nel mammifero deriva una reciproca
interazione tra le diramazione della gemma o bozza ureterica (Ureteric Bud, UB),
che origina dal dotto di Wolff, e il mesenchima o blastema metanefrico (Metanephric

Mesenchyme, MM) indifferenziato circostante: i1 segnali provenienti dal MM
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inducono la UB ad allungarsi, invadere il mesenchima circostante e ramificarsi
ripetutamente, dando origine alle strutture comprese tra i dotti collettori ed il trigono
vescicale del rene adulto. Contemporaneamente, in corrispondenza dei primi punti di
ramificazione, alcune cellule mesenchimali si aggregano e condensano, dando inizio
al processo di conversione da mesenchima ad epitelio, noto come transizione
mesenchima-epitelio (Mesenchyme to Epithelium Trandifferenzation, MET) (154)
(155), che portera alla formazione dei glomeruli, dei tubuli distali e prossimali e delle
anse di Henle, cio¢ i nefroni, mentre altre cellule mesenchimali genereranno lo
stroma interstiziale. Gli aggregati cellulari formano dapprima una vescicola renale
polarizzata e poi, in successione, le strutture conosciute come “corpo a forma di
virgola” e “corpo a forma di esse”, ’estremita distale della quale, rimasta in contatto
con I’epitelio della UB, si fonde a formare un singolo continuo tubulo epiteliale, le
cui cellule di rivestimento iniziano ad esprimere marcatori di cellule tubulari (116)
(156); D’estremita prossimale forma la matassa glomerulare, mentre le cellule
endoteliali invadono I’introflessione piu prossimale (Figura 7A) e, interagendo con le
cellule epiteliali glomerulari derivate dal mesenchima, concorrono alla formazione
della membrana basale glomerulare, una matrice altamente specializzata che
costituisce la struttura per la barriera di filtrazione. La UB continua a ramificarsi e
spinge 1 nuovi nefroni lungo 1’asse radiale del rene, in modo che i1 nefroni che si
formano per primi si localizzano piu vicino alla zona midollare, mentre quelli che si
formano per ultimi si localizzano nella zona nefrogenica piu periferica (116).
Nell’uomo tale processo si arresta immediatamente prima della nascita (117).

Numerosi ricercatori hanno suggerito che la popolazione dei progenitori renali
identificata nel rene adulto abbia origine da progenitori embrionali generati durante

lo sviluppo dell’organo. Nel rene embrionale, infatti, la co-espressione di CD133 e
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CD24, in associazione con elevati livelli di espressione dei fattori di trascrizione
Bml-1 e Oct-4, caratterizza un subset di cellule riscontrabili nel MM, nelle vescicole
renali, nei “corpi a forma di virgola” e nei “corpi a forma di esse”, dotate di auto-
rinnovamento ¢ multipotenza e della capacita di rigenerare diverse porzioni del
nefrone, riducendo la necrosi e la fibrosi tissutale e consentendo il recupero

funzionale del rene di topi affetti da un danno renale acuto (157) (Figura 7).
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Figura 7. Serie di illustrazioni schematiche delle modificazioni morfologiche e della
localizzazione dei progenitori renali CD24"CD133" durante le diverse fasi dello sviluppo
embriologico renale. Le cellule mesenchimali prossimali all’estremita delle diramazioni della UB
differenziano attraverso una specifica serie di passaggi: aggregati cellulari (A), vescicola renale
(B), “corpi a forma di virgola” (C), “corpi a forma di esse” (D). E mostrato anche lo sviluppo
delle strutture vascolari nel contesto del glomerulo in un “corpo a forma di esse” (E) e nel
glomerulo di un nefrone in uno stadio maturativo piu avanzato (F). Le cellule della UB sono
evidenziate in verde. I progenitori renali CD24"'CD133" sono evidenziati in rosso. Romagnani P,
Stem Cells,2009;27(9): 2247-2253.
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Nei “corpi a forma di esse” (Figura 7D) le cellule CD24 'CD133" sono localizzate sia
nell’ansa prossimale, da cui originano sia i podociti che le cellule epiteliali della
capsula di Bowman, che in quella distale: quando pero inizia a rendersi evidente la
struttura vascolare del glomerulo, tali cellule risultano identificabili esclusivamente a
livello della superficie della capsula. Successivamente, a sviluppo ultimato, le cellule
si localizzano selettivamente al polo urinifero.

L’esistenza di una popolazione di cellule staminali derivante dal MM era stata gia
suggerita dagli studi di Reisner e coll. che hanno dimostrato la possibilita di
ricostituire tessuto renale funzionante a partire dal MM ottenuto da reni di 8
settimane di gestazione (158). Al contrario, tessuti renali fetali ottenuti da reni di 10-
14 settimane di gestazione mantengono la capacita di generare nefroni funzionanti
ma con un numero di tubuli e glomeruli minore di quello ottenibile con reni di 8
settimane. In accordo con questi dati, il massimo numero di cellule CD24"'CD133" si
riscontra in reni di 8-9 settimane, decresce tra la decima e la quattordicesima
settimana, e si riduce a meno del 2% della cellularita renale totale nell’organo adulto
(157). Gli studi condotti su topi transgenici per il regolatore trascrizionale Six-2
hanno confermato i dati precedentemente esposti (159).

Dunque, sia nel rene fetale che in quello adulto le cellule staminali CD24 CD133"
persistono come cellule epiteliali localizzate selettivamente al polo urinario della
capsula di Bowman, supportando in definitiva 1’ipotesi che le SC adulte derivino
direttamente da quelle embrionali e che, insieme all’ambiente che le circonda,

costituiscano una nicchia staminale (158) (160).
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1.3

LA NICCHIA STAMINALE

Le cellule staminali sono definite attraverso le proprieta funzionali di cui godono e
che le rendono costituenti essenziali dell’omeostasi tissutale. Sono infatti in grado di
sostenere le esigenze di rigenerazione e sostituzione di cellule perse a causa di
fisiologici processi di senescenza o di un danno. Per garantire queste funzioni
durante I’arco della vita di un organismo, ¢ necessario un delicato equilibrio tra self-
renewal e differenziamento delle cellule staminali, che per questo motivo, dopo la
nascita, si collocano e risiedono in un microambiente specializzato denominato
“nicchia staminale”, la cui natura e localizzazione variano in dipendenza del tipo di
organo e tessuto considerato (161).

In architettura con il termine “nicchia” (dal latino nidus, nido) si intende una cavita o
alveolo ottenuti nello spessore di un muro; il concetto architetturale di “luogo di
residenza” della cellula staminale, ambiente fisico nel quale questa ¢ localizzata, ¢
pero del tutto inadeguato a definire la nicchia staminale. Questo risulta dal fatto che ¢
ormai opinione comune che il ruolo funzionale, e quindi potenzialmente anche
terapeutico, delle cellule staminali non sia limitabile a loro stesse, ma vada esteso
alle interazioni di queste e dei loro discendenti con 1’ambiente circostante, cosi da
creare un’unita non solo anatomica ma anche funzionale che assolve a tutte le
funzioni omeostatiche e di rigenerazione/riparazione tissutali. In questo senso, una
definizione di nicchia che maggiormente si avvicina al concetto di nicchia staminale
¢ quella di nicchia ecologica, termine che indica la posizione di una specie (o di una

popolazione) all'interno di un ecosistema, ossia il suo modo di vivere, il suo ruolo e
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tutte le condizioni fisiche, chimiche e biologiche che ne permettono I'esistenza in
quel particolare ambiente. Per definizione una nicchia ecologica esiste solo se esiste
una popolazione che la occupa. La nicchia staminale pud quindi essere definita come
il microambiente nel quale risiedono le cellule staminali, costituito da tutti i fattori,
cellulari e molecolari, che interagiscono con queste, regolandone le funzioni e

presiedendo al loro mantenimento (162) (Figura).
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Figura 8. La nicchia staminale. Elementi del microambiente specializzato che circonda le cellule
staminali e che ne modulano le proprieta: interazioni con lo spazio fisico circostante e con la
membrana cellulare e le molecole di superficie di cellule adiacenti, segnali endocrini e paracrini
provenienti da sorgenti locali o sistemiche, input nervosi e prodotti del metabolismo tissutale.
Modificato da Scadden DT, Nature,2006;441:1075-79.

L’ipotesi dell’esistenza di una nicchia staminale ¢ stata formulata per la prima volta
nel 1978 da Schofield per descrivere il microambiente specializzato che circonda ed
ospita la cellula staminale e che le conferisce le proprieta funzionali che questa
possiede e che vengono meno se ¢ allontanata ed isolata dalla nicchia (163).

Nonostante tale concetto fosse stato inizialmente ideato in riferimento al sistema
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ematopoietico del mammifero, per fornire una spiegazione sull’apparente
contraddizione tra I’immortalita delle cellule staminali e le osservazioni sperimentali
circa l’esistenza delle cosi detta “age-structure” delle unita formanti colonie
(Colony-forming Units, CFUs) in vivo, le prime evidenze sperimentali in merito alla
sua esistenza furono fornite da studi su modelli di invertebrati, in particolare le
gonadi di Drosophila melanogaster (164) (165) (166) e di Caenorhabditis elegans
(C. elegans) (167), in cui ¢ stato dimostrato che le cellule staminali germinali
risiedono all’estremita distale di una struttura affusolata e sono dipendenti
dall’interazione con le cellule somatiche che la costituiscono, al fine di mantenere le
loro caratteristiche di staminalita (167) (168). I primi risultati in merito
all’identificazione di nicchie staminali in mammiferi sono derivati da studi condotti
sui follicoli piliferi e sulle cripte intestinali, in cui le cellule epiteliali costituenti il
microambiente specializzato circostante le cellule staminali sono state identificate
sulla base delle caratteristiche cinetiche di incorporazione di marcatori di
replicazione cellulare, quali BrdU e timidina triziata, distinte rispetto a quelle delle
cellule staminali (169) (170). Successivamente, il miglioramento delle conoscenze
delle caratteristiche strutturali e funzionali delle nicchie staminali ha permesso la loro
identificazione in numerosi altri tessuti, quali il midollo ematopoietico e il sistema
nervoso (161).
La mole di informazioni ottenute dal confronto tra le nicchie staminali di organismi
evolutivamente diversi ha consentito di identificare alcune caratteristiche comuni che
definiscono le proprieta essenziali di tutte le nicchie staminali (46) (160) (161) (162)
(171) (172) (173):

1. La nicchia staminale ¢ costituita da un insieme di cellule somatiche con

disposizione spaziale e localizzazione tissutale specifiche, deputato al
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mantenimento del pool di cellule staminali di cui quel tessuto dispone. La
struttura complessiva della nicchia ¢ variabile e diversa nei diversi tessuti ed
organismi, ¢ numerosi tipi cellulari contribuiscono alla sua costituzione: oltre
alle cellule staminali infatti, nella nicchia sono presenti cellule cosiddette
eterologhe (o stromali o di supporto), quali osteoblasti circostanti le HSC nel
midollo ematopoietico e cellule endoteliali nel cervello, con funzione di
adesione e supporto strutturale, ma coinvolte anche nella regolazione delle
proprieta funzionali delle cellule staminali.

Oltre che alla componente cellulare, un ruolo sempre piu significativo ¢
attribuito ai costituenti non cellulari della nicchia staminale, quali la matrice
extracellulare (Extra-Cellular Matrix, ECM) e proteine di membrana,
proteine di secrezione con azione autocrina/paracrina € molecole non
proteiche. Esistono infatti numerosi dati a supporto del possibile ruolo
regolatorio svolto da costituenti della ECM, quali le B-1 integrine, che a
livello cutaneo presentano un pattern di espressione selettivo sulle cellule
staminali e si sono dimostrate coinvolte nella localizzazione delle stesse
nell’ambiente della nicchia, attraverso 1’interazione con specifici ligandi
(174) (175), e nel corretto orientamento del fuso mitotico durante i processi di
divisione cellulare (162), la Tenascina C, coinvolta nella modulazione delle
funzioni staminali in numerose diverse nicchie, quali quella ematopoietica e
del sistema nervoso (176) (177), e I’osteopondina, che contribuisce alla
regolazione del numero di HSC allocate nella nicchia ematopoietica (178).
Per quanto riguarda invece 1 fattori solubili, esistono evidenze circa il ruolo di
numerose molecole quali Unpaired (UPD), ligando che attiva la via di

segnalazione JAK/STAT (164) (165) (166) (nella gonade maschile),

47



I’omologo della BMP (Bone Morphogenetic Protein) Decapentaplegic (DPP),
che attiva la cascata di segnalazione di Smad-1, che a sua volta facilita la
traslocazione nucleare del fattore di attivazione trascrizionale Medea,
omologo di Smad-4 (179) (180) (181) (nella gonade femminile) e Glass
bottom boat (GBB) nella stimolazione del self-renewal, nella soppressione
del differenziamento e nel mantenimento delle cellule staminali nella
Drosophila (165) (166) (180) (181) (182), mentre WNTs (Wingless-related
Proteins), FGFs e Hedgehog (HH) presentano analoghe funzioni anche nei
mammiferi (160). Infine, sempre piut numerose evidenze sottolineano il
coinvolgimento anche di molecole non proteiche nella regolazione delle
interazioni tra cellula staminale e microambiente circostante costituente la
nicchia: gli esempi piu noti sono quelli dello ione calcio e delle specie
reattive dell’ossigeno (Reactive Oxygen Species, ROS), che potrebbero
rappresentare 1 mediatori tramite 1 quali le modificazioni dell’ambiente
tissutale modulano in tempo reale le funzioni delle cellule staminali,
costituendo un sistema di controllo che consente loro di rispondere quasi
istantaneamente a variazioni delle condizioni del tessuto (160).

La nicchia rappresenta un sistema di ancoraggio fisico per le cellule
staminali, realizzato attraverso l’interazione di proteine di membrana, quali
E- ed N-caderina e integrine, con la ECM (161).

La nicchia produce numerose molecole che agiscono sulle cellule staminali
regolando, in associazione con i programmi genetici intrinseci che ciascuna
presenta ed attua, il numero e il destino di tali cellule. Tra quelle note si
possono ricordare HH, WNTs, BMPs, FGFs, Notch, SCF (Stem Cell Factor),

Angiotensina-1, LIF (Leukemia Inhibitory Factor) e UPD, molti dei quali
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presentano, tra le altre cose, un elevato livello di conservazione lungo la scala
evolutiva (161). Nel contesto della nicchia esiste un elevato livello di
sovrapposizione tra questi diversi sistemi di regolazione tanto che,
semplificando, numerose vie convergono sulla regolazione della stessa
funzione, quale il self-renewal o il differenziamento, ed al contrario un
singolo fattore solubile puo influenzare, tramite I’interazione con diversi
sistemi recettoriali e di trasduzione del segnale, diverse funzioni cellulari. La
complessita, al momento peraltro soltanto ipotizzabile nella maggior parte dei
sistemi staminali studiati, soprattutto nel mammifero, di tale sistema
evidenzia come il mantenimento e 1’espressione di proprieta delle cellule
staminali critiche per 1’omeostasi tissutale richieda una fine regolazione di
tale insieme di segnali (160).

Sia negli invertebrati che nei mammiferi le nicchie staminali presentano una
struttura asimmetrica, che consente I’espletamento di una modalita di
divisione cellulare, la divisione asimmetrica appunto, finalizzata alla
contemporanea genesi di una cellula indirizzata al differenziamento e di una
cellula che, mantenendo tutte le caratteristiche di staminalita della cellula

madre da cui origina, mantiene intatto il pool di cellule staminali del tessuto

(161) (162).

Considerate nel complesso, pertanto, le funzioni della nicchia staminale

comprendono (46) (160) (161) (162) (171) (172) (173):

l.

2.

Adesione e compartimentalizzazione delle cellule staminali.
Mantenimento delle cellule staminali allo stato indifferenziato. Nella
Drosophila ¢ stato dimostrato che il fattore solubile UPD, secreto dalle

cellule somatiche che costituiscono il fulcro (Hub) della nicchia, svolge
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questa funzione, cosi che solo le cellule staminali in contatto con questa
struttura conservano le loro caratteristiche di staminalita; durante la divisione
asimmetrica soltanto la meta delle cellule generate resta in contatto con il
fulcro, mentre 1’altra meta ¢ spiazzata dall’ambiente della nicchia e percio
costretta ad avviare il processo differenziativo (165) (166) (183). Nel verme
C. elegans manca l’evidenza della divisione asimmetrica delle cellule
staminali germinali ed ¢ stato dimostrato che il loro mantenimento ¢ ottenuto
tramite D’interazione del sistema di segnalazione GLP-1/Notch, 1 cui
costituenti recettoriali sono espressi dalle cellule staminali, con il ligando
Lag-2, espresso sulle cellule dell’estremita distale della nicchia nelle gonadi
del verme: tale interazione risulta nella promozione della proliferazione
mitotica e nella soppressione del differenziamento, che in queste cellule
corrisponde all’ingresso in meiosi (153) (184) (185).

I meccanismi deputati a tale funzione non sono altrettanto ben conosciuti nei
mammiferi, per 1 quali la maggiori parte delle informazioni sono state
ottenute dallo studio sulla nicchia che accoglie la cellula staminale
ematopoietica: la chemochina CXCL12 (o Stromal Cell-Derived Factor-1,
SDF-1), ad esempio, € richiesta per il mantenimento delle cellule staminali ed
¢ espressa sia dagli osteoblasti endosteali che dalle cellule perivascolari, che
si pensa rappresentino 1 principali costituenti della nicchia insieme alle HSC.
Analoghi risultati sono stati ottenuti dallo studio dell’Angiopoietina-1. Cio
nonostante, allo stato attuale delle conoscenze, non sembra che nessuno di
questi fattori sia indispensabile nella regolazione di questa proprieta della
nicchia staminale e non ¢ chiaro quali siano le reali fonti di produzione dei

fattori studiati. Una situazione analoga si delinea in altre nicchie staminali di
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mammifero, quali il follicolo pilifero e la zona subventricolare del
proencefalo, nei quali sono stati identificati alcuni fattori deputati a tale
funzione, ma non le cellule che li producono (25) (186).

Realizzazione della divisione asimmetrica della cellula staminale attraverso
I’orientamento del fuso mitotico: tale tipologia di divisione cellulare
“polarizzata” consente alle due cellule figlie generate di andare incontro a
differenti destini, ovvero il mantenimento per una e il differenziamento per
’altra, come risultato di una diversa interazione con aree del microambiente
circostante. Non ¢ chiaro se questo meccanismo, dimostrato nella Drosophila
(183), sia attuato anche nelle nicchie staminali dei mammiferi.

Mantenimento numerico del pool di cellule staminali di un tessuto: questo
obiettivo ¢ ottenuto in parte attraverso i diversi processi replicativi cui le
cellule staminali vanno incontro, con specifiche differenze circa le capacita di
attuazione in relazione al tipo specifico di cellula staminale e di nicchia
considerata, in parte attraverso la protezione delle cellule staminali da stimoli
differenziativi, apoptotici o di altro tipo, che potrebbero depletare il pool
staminale (171). Un ulteriore possibile meccanismo coinvolto ¢ il de-
differenziamento, descritto nella nicchia staminale delle cellule staminali
germinali della Drosophila: 1a modulazione dell’espressione di alcuni fattori
solubili, deputati alla regolazione dell’equilibrio tra self-renewal e
differenziamento, si ¢ dimostrata in grado di provocare il ripopolamento della
nicchia stessa, attraverso la riacquisizione del fenotipo staminale da parte di
cellule gia avviate al processo differenziativo (187) (188) (189).
Mantenimento della quiescenza: per motivi non del tutto chiari molte cellule

staminali del mammifero richiedono periodi intermittenti di quiescenza per il
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loro mantenimento. Ad esempio nel topo la quiescenza delle HSC dipende da
fattori solubili prodotti dal microambiente midollare, quali Steel, CXCL12,
Trombopoietina e Angiopoietina-1, tanto che la perdita della loro azione, per
mancata produzione o mancata interazione con i sistemi recettoriali deputati,
determina la proliferazione delle HSC e la deplezione del pool staminale (36).
All’estremo opposto, una perdita del delicato equilibrio tra quiescenza e
proliferazione cellulare puo risultare in una proliferazione incontrollata della
cellula staminale e dei progenitori che da questa originano, che potrebbero
risultare in ultima analisi nella genesi di neoplasie (171) (190).

Modulazione di segnali sistemici che influenzano le funzioni della cellula
staminale: ¢ noto che il self-renewal puo essere modulato anche da stimoli
provenienti da siti distanti rispetto al microambiente della nicchia, cio¢
stimoli di provenienza sistemica, rappresentati ad esempio da ormoni,
citochine e stimoli nervosi (36) (160) (161) (162). L’attivita delle cellule
staminali puo essere modulata da stimoli sistemici anche in modo indiretto,
ossia attraverso il filtro offerto a questi dalla nicchia staminale: un esempio di
cio ¢ rappresentato dalla mobilizzazione delle HSC dal midollo osseo, sia in
condizioni fisiologiche che in risposta ad un evento patologico che comporti
I’incremento di tale necessita. Numerose citochine, quali G-CSF
(Granulocyte-Colony  Stimulating  Factor), GM-CSF  (Granulocyte-
Macrophage Colony Stimulating Factor) e IL-18 sono in grado di modificare
drammaticamente il numero di HSC in circolo, aspetto questo ben noto e
sfruttato con finalita terapeutiche in ematologia, attraverso 1’interazione con
le componenti della nicchia: ad esempio G-CSF ¢ in grado di modificare la

produzione di CXCL12 da parte degli osteoblasti (191). Anche il sistema
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nervoso sembra coinvolto in questo tipo di regolazione, tanto da essere oggi
considerato come un mezzo attraverso il quale le cellule staminali sono rese
capaci di avvertire i cambiamenti nello stato di un tessuto o di un intero
organismo, cosi che qualsiasi modificazione, come ad esempio un danno,
genera una adeguata risposta nel sistema staminale deputato. Un ulteriore
dato a supporto dell’importanza della regolazione sistemica delle funzioni
delle cellule staminali ¢ rappresentata dalla frequente localizzazione delle
cellule staminali, e piu in generale delle nicchie, nei pressi di strutture
vascolari che servono il tessuto. E noto infatti che durante lo sviluppo
embrionale di numero diversi organi, quali pancreas, cuore, cervello, fegato,
surrene ed osso, le cellule endoteliali e la popolazione dei precursori co-

localizzano nel contesto del tessuto e dell’organo nascente (192).

1.3.1 PRINCIPALI NICCHIE STAMINALI IDENTIFICATE

Drosophila melanogaster. La nicchia in cui sono localizzate le cellule staminali

germinali ¢ stata studiata approfonditamente ed ¢ oggi conosciuta in molti dei
dettagli strutturali, di organizzazione e funzionamento che la caratterizzano. Risulta
costituita da un complesso di cellule di supporto, le cellule del fulcro (Hub) nel
testicolo (165) e quelle del cappuccio (Cap) nell’ovaio (164), oltre che dalla
popolazione staminale (Figura 9a). La struttura di questa nicchia staminale ¢
strettamente connessa con 1 meccanismi di interazione cellula-cellula e di
comunicazione tra i diversi elementi che la costituiscono ed ¢ pertanto fondamentale

nel regolare la divisione simmetrica o asimmetrica delle cellule staminali germinali.
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Figura 9. (a) Nicchia staminale della gonade maschile di Drosophila. Le cellule staminali
germinali (GSCs) sono ancorate al fulcro (Hub), le cui cellule produconono molecole che
modulano il differenziamento delle GSCs. L’orientamento del fuso mitotico rispetto alla nicchia
determina il tipo di divisione cellulare cui le GSCs vanno incontro, cosi che la cellula staminale
si divide asimmetricamente per generare una cellula figlia che mantiene le caratteristiche di
staminalita ed un’altra che ¢ allontanata dalla nicchia e indotta a differenziare. (b) Nicchia
staminale germinale di Caenorhabditis elegans. Modificato da Moore KA et al,
Science,2006;311:1880-85.

Caenorhabditis _elegans. Sia nel maschio che nell’ermafrodita, il mantenimento

dell’identita staminale ed il controllo differenziale della mitosi e della meiosi delle
cellule staminali germinali sono regolati da un singolo tipo cellulare denominato
distal tip cell (DTC), la cui perdita provoca appunto 1’arresto della replicazione
mitotica e I’ingresso in meiosi, € quindi il differenziamento, delle cellule staminali
(193) (Figura 9b). La DTC fornisce alle cellule staminali germinali sia il supporto
fisico che 1 fattori solubili necessari alla svolgimento delle loro funzioni, tanto che la
nicchia che concorre a costituire ¢ attualmente considerata un esempio pressoché

unico di nicchia staminale costituita da un unico elemento cellulare non staminale.

Sistema nervoso. Nel cervello dei mammiferi sono state descritte due nicchie, una
nella zona subventricolare, meglio caratterizzata, e I’altra nella zona subgranulare. Le
cellule staminali neuronali, isolate soprattutto dalla prima nicchia, hanno dimostrato
la capacita di differenziare in vitro sia in cellule neuronali che in cellule della glia

(194). Lo studio dei meccanismi coinvolti nel mantenimento e nella regolazione di
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questa nicchia staminale ha evidenziato come un importante sistema sia
rappresentato, in analogia alla nicchia staminale della Drosophila, dall’orientamento
del fuso mitotico rispetto alle strutture circostanti, in particolare i1 ventricoli,
attraverso il quale viene determinato il tipo di divisione cellulare, simmetrica o
asimmetrica, cui le NSC vanno incontro. Molta attenzione ¢ rivolta alla
chiarificazione della relazione esistente in questa nicchia tra NSC e strutture
vascolari: ¢ stato infatti dimostrato che le NSC hanno la capacita di differenziare in
cellule endoteliali, suggerendo di essere in grado di generare le componenti che
costituiscono la nicchia stessa in cui sono accolte (195). Allo stesso tempo sono
ottenute sempre maggiori evidenze circa il ruolo delle cellule endoteliali come
possibili sorgenti di fattori di crescita, quali ad esempio VEGF, e di regolazione delle
funzioni delle NCS (196). Un altro costituente della nicchia sembra inoltre essere

rappresentato dagli astrociti (197) (198).

Epidermide. 1’epidermide accoglie due diverse nicchie staminali, I’una che mantiene
e regola le cellule staminali che sono responsabili dell’omeostasi dell’epidermide
stessa, e I’altra rappresentata dal follicolo pilifero. Le cellule staminali epidermiche
sono localizzate nelle unita di proliferazione epidermica nello strato basale della cute
(199), mentre quelle del follicolo pilifero risiedono nella regione del bulbo, dalla
quale sono attivate durante il ciclo cellulare o in risposta ad un danno (200). Nella
nicchia staminale dell’epidermide un elemento importante di regolazione funzionale
sembra essere rappresentato dalla membrana basale e dal contatto che le cellule
staminali intraprendono con questa, tanto da determinare, grazie ad un’espressione
differenziale della molecola di superficie Bl integrina, 1’orientamento del fuso

mitotico e pertanto il tipo di divisione cellulare cui le cellule staminali vanno
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incontro (174) (175) (201). Le cellule staminali che risiedono nella regione del bulbo
del follicolo pilifero sono tipicamente quiescenti, ma possono avviare processi
replicativi in risposta ad insulti traumatici o durante il normale svolgersi del ciclo del
capello (202) (Figura 10A). Sono numerosi gli studi finalizzati alla comprensione dei

meccanismi molecolari che sottendono il funzionamento di tali nicchie.
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Figura 10. Le nicchie staminali del follicolo pilifero (A), del midollo osseo (B) ed intestinale (C) e
le loro cellule staminali (in rosso). Modificato da Moore KA et al, Science,2006;311:1880-85.

Midollo osseo e sistema ematopoietico. Come nel sistema nervoso e nell’epidermide,
anche nel sistema ematopoietico sono state identificate due nicchie staminali, entita
distinte che forniscono segnali molecolari ed organizzazione strutturale diversa alle
HSC: la nicchia osteoblastica (Figura 10B) e la nicchia vascolare (203) (204). Una
caratteristica fondamentale della nicchia staminale ematopoietica ¢ la possibilita di
essere rigenerata a seguito della migrazione della cellula staminale ematopoietica,
suggerendo che tale cellula sia in grado di determinare la formazione della sua stessa

nicchia (205), come accade ad esempio nel fegato o nella milza di pazienti affetti da
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leucemia. Nonostante gli osteoblasti e le cellule endoteliali rappresentino i principali
costituenti delle nicchie staminali ematopoietiche, tutte le sorgenti delle molecole di
regolazione e tutti i1 sistemi di modulazione, come ad esempio il sistema nervoso

autonomo simpatico, devono essere considerati elementi costituenti la nicchia.

Intestino. La nicchia staminale intestinale (Figura 10C), descritta per la prima volta
nella Drosophila, ¢ la meno caratterizzata tra quelle finora descritte nei mammiferi.
Si trova localizzata nel contesto o nelle vicinanze delle cripte di Lieberkiihn e
presenta un’organizzazione molto complessa, nella quale possono essere implicati
diversi componenti quali miofibroblasti, cellule del sistema immunitario, cellule
endoteliali, cellule del sistema nervoso enterico, cellule epiteliali differenziate,
segnali endocrini, proteine della ECM, membrana basale ed infine la flora batterica

residente (162).

La descrizione fornita sottolinea I’ormai evidente importanza di comprendere nel
dettaglio non soltanto le caratteristiche anatomico-funzionali delle cellule staminali,
ma anche la struttura anatomica delle nicchie staminali dei mammiferi ed in
particolare dell’uomo, come base per la comprensione dei meccanismi biologici
attivi in questa. Non devono essere infatti chiariti soltanto 1 meccanismi di
segnalazione molecolare e gli effetti di questi sulle cellule staminali, ma anche la
loro origine, cio¢ le cellule che li producono, e come tale sorgente risponde e
reagisce in condizioni omeostatiche e di danno, al fine di ottenere un’immagine
chiara e dettagliata della nicchia staminale e delle sue funzioni. L’identificazione

delle differenze che caratterizzano ciascuna nicchia appare di cruciale importanza per
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lo sviluppo di nuovi target terapeutici, specifici per le patologie del tessuto in esame

(162).

1.3.2 LA NICCHIA STAMINALE RENALE

La capacita di rigenerare i tessuti depauperati o danneggiati ¢ un meccanismo di
difesa dell’integritd degli organismi molto importante, anche se ancora poco
conosciuto. Decifrare i meccanismi molecolari alla base della rigenerazione ¢ il
presupposto fondamentale per sfruttare il suo grande potenziale biologico ed
attualmente rappresenta uno degli obiettivi primari della medicina rigenerativa.
L’omeostasi di un tessuto normale prevede un bilancio tra la perdita ed il
rinnovamento cellulare. Allo scopo di mantenere questo equilibrio, i tessuti
possiedono cellule capaci di auto-mantenersi e di differenziare in momenti opportuni.
Cellule staminali e cellule progenitrici sono le protagoniste di questi processi (206).
Le cellule staminali sono definite ed identificate principalmente attraverso le loro
proprieta funzionali di auto-mantenimento e clonogenicita, che garantiscono il
mantenimento del pool staminale del tessuto, multipotenza, ovvero la capacita di
generare una progenie di cellule proliferanti note come progenitori commissionati o
di transito (TAC), capaci di differenziare in specifici tipi cellulari maturi con
fenotipo diverso, e capacita di ripristinare I’integrita e la funzionalita di un tessuto in
vivo (46) (115).

La visione corrente ¢ che tra il compartimento staminale e le cellule mature di un
tessuto esiste una popolazione intermedia con una piu limitata capacita di
rigenerazione, quella dei cosiddetti progenitori di transito che, attraverso un processo
graduale di divisioni, da origine alle cellule mature. I progenitori di transito, a

differenza delle cellule staminali, non sono capaci di auto-rinnovamento (207) (208).
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Tale processo di evoluzione cellulare direzionale trova corrispondenza
nell’organizzazione strutturale di distretti anatomici di molti tessuti adulti sede di
rigenerazione. Infatti, le cellule staminali si trovano di solito localizzate in nicchie
ristrette e piuttosto profonde nei tessuti, dove viene a crearsi un microambiente ideale
per il mantenimento della capacita auto-rigenerante. Procedendo dalla parte piu
profonda della nicchia verso gli strati piu distali si trova la zona di transizione, ricca
di cellule progenitrici intermedie, ed ancora piu superficialmente si trovano le cellule
differenziate, a stadi progressivi e successivi di maturazione. In particolare, si pensa
che D’organizzazione della popolazione staminale nei tessuti epiteliali, come
nell’epitelio intestinale e nell’epidermide, sia piuttosto complessa e si basi su un
modello ad albero genealogico (207) (208), secondo il quale tutte le linee cellulari di
un tessuto prendono origine da un antenato comune capace di auto-mantenersi, la
cosiddetta cellula staminale ancestrale.

Nel rene, le cellule CD24 CD133" rappresentano una sottopopolazione di progenitori
multipotenti presenti nel rene umano fin dagli stadi piu precoci della nefrogenesi
embrionale, specificamente localizzati al polo urinario della capsula di Bowman e
dotati della capacita di contribuire alla rigenerazione di strutture sia tubulari che
glomerulari, migliorando o ripristinando la funzionalita dell’organo in diversi
modelli di patologia renale (20) (22) (157) (21). Le cellule CD24'CD133"
rappresentano una popolazione eterogenea, fenotipicamente e funzionalmente
gerarchica di cellule staminali e progenitori, che nel contesto della capsula di
Bowman si organizzano spazialmente in modo preciso e specifico: questo aspetto
suggerisce, in analogia con quanto osservato in altri tessuti epiteliali e nel midollo
osseo, che tali cellule rappresentino il compartimento staminale del rene, ospitato in

un contesto strutturale che, per morfologia e funzione, puo essere identificato come

59



una nicchia staminale. Questa ipotesi ¢ sostenuta dall’osservazione che le cellule
staminali embrionali, dopo il loro commitment verso il lineage differenziativo renale,
migrano al polo urinario della capsula di Bowman se inoculate in reni in via di
sviluppo, proprieta quest’ultima selettivamente posseduta dalle strutture che
costituiscono le nicchie staminali (46) (59) (25) (209) (210) (211).

Appare pertanto ragionevole ipotizzare l'esistenza a livello renale di un "sistema
renopoietico", il cui elemento centrale ¢ rappresentato da progenitori bipotenti
localizzati al polo urinario della capsula di Bowman, dai quali puo avere inizio la
rigenerazione e la ricostituzione sia dei tubuli, sia delle cellule epiteliali glomerulari
(117).

L'identificazione di un compartimento staminale nel rene adulto costituisce il
presupposto per una migliore comprensione delle proprieta rigenerative del rene e
pertanto anche per la possibilita di modificare profondamente e positivamente le
opportunita terapeutiche per il trattamento dell'insufficienza renale cronica. La
conoscenza dei meccanismi che determinano l'alterazione della capacita di auto-
rinnovamento e multidifferenziazione delle cellule staminali in condizioni
patologiche ¢ infatti di fondamentale importanza per spiegare la ridotta capacita
rigenerativa osservabile nel caso di diverse nefropatie (117) (8) (5) (150) (157) (6)
(212).

Inoltre, non sono ancora conosciuti 1 meccanismi che regolano la crescita, la
sopravvivenza e il differenziamento delle cellule progenitrici renali CD24 CD1337, il
cui equilibrio ¢ essenziale per garantirne le funzioni, sia in condizioni fisiologiche
che in risposta ad un danno. Come in molti altri organi adulti, la risposta delle cellule
staminali renali ad un insulto ¢ infatti verosimilmente strettamente regolata, tanto che

1 processi patologici che determinano la deplezione del pool staminale, o al contrario
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una sua proliferazione incontrollata, sono attualmente interpretati come la
conseguenza di una non corretta regolazione del signaling che normalmente
interviene sulle cellule staminali, modulandone self-renewal e differenziamento, o in
alternativa dell’alterazione dei programmi genetici che tali cellule attuano (213)
(214) (215). Nel sistema ematopoietico la compromissione dell’equilibrio
normalmente vigente tra perdita e rigenerazione cellulare puo portare alla genesi dei
disordini mieloproliferativi e, all’estremo opposto, dell’aplasia midollare,

conseguenza, rispettivamente, di una proliferazione eccessiva ed insufficiente.
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Figura 11. Illustrazione schematica del coinvolgimento dei progenitori renali in alcune
glomerulopatie. (A) Limiti e difetti del potenziale rigenerativo delle cellule progenitrici renali.
Eta, alterazioni genetiche e fattori ambientali limitano la risposta rigenerativa dei progenitori
glomerulari (in rosso), impedendo la corretta sostituzione dei podociti (in azzurro) danneggiati
quando la loro perdita é eccessivamente estesa. (B) La proliferazione non regolata delle cellule
staminali epiteliali del glomerulo é responsabile della formazione di lesioni iperplastiche. (C) In
condizioni fisiologiche la sostituzione dei podociti segue un gradiente in cui nuovi podociti
raggiungono la loro sede glomerulare passando attraverso il polo vascolare. Pertanto i podociti
localizzati all’apice del glomerulo costituiscono le cellule piu “vecchie” e verosimilmente piu
suscettibili al danno. Le cellule staminali dell’epitelio glomerulare possono proliferare e migrare
dal polo urinario a quello vascolare della capsula di Bowman, verso il glomerulo al fine di
sostituire i podociti danneggiati, generando in tal modo le tip lesions. Modificato da Lasagni et
al, J Am Soc Nephrol. 2010.

Analogamente nel rene, ed in particolare nel glomerulo, ¢ possibile ipotizzare che un

insulto in grado di perturbare il medesimo equilibrio sia responsabile della genesi di
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una proliferazione aberrante della popolazione staminale e dei progenitori, con
formazione di lesioni iperplastiche ed obliterazione dello spazio di Bowman (Figura
11B), di riscontro ad esempio nella glomerulonefrite a semilune, nella cosi detta
“collapsing glomerulopathy” (variante morfologica della glomerulosclerosi focale e
segmentale) e nelle “tip-lesions” (Figura 11C) che caratterizzano istologicamente
diverse glomerulopatie proteinuriche, quali la glomerulonefrite membranosa e post-
infettiva e la nefropatia diabetica (9) (216) (217) (218) (219), o al contrario di una
proliferazione insufficiente, non adeguata a ripristinare un normale numero di
podociti in sostituzione di quelli danneggiati, con conseguente riempimento dello
spazio lasciato vuoto da parte della matrice extra-cellulare, come si osserva nella
FSGS (24) (220) (16) (17) e, per alcuni aspetti, nell’invecchiamento (150) (Figura
11A). E noto infatti che le cellule staminali renali esprimono un potenziale
rigenerativo diverso nelle diverse fasi della vita, massimo fino all’adolescenza e
progressivamente decrescente fino all’esaurimento con [’invecchiamento (150),
consentendo di interpretare cosi i dati relativi ad una maggior incidenza ed una
peggiore prognosi della malattie glomerulari nelle fasce di eta piu avanzate.
L’accumulo di danni a livello del DNA ed una perdita della capacita di ripararli da
parte dei sistemi cellulari deputati ¢ uno dei meccanismi proposti per spiegare tale
declino eta-correlato delle proprieta rigenerative delle cellule staminali (221).

L’interpretazione dei meccanismi che sottendono 1’equilibrio tra crescita e
differenziamento dei progenitori renali durante tutte le fasi dello sviluppo e
dell’accrescimento dell’organo, nel mantenimento della sua omeostasi anatomico-
funzionale e in risposta ad un insulto di diversa natura costituisce dunque I’elemento
critico per la comprensione profonda della biologia del sistema staminale renale: il

complesso di queste informazioni e la sua corretta interpretazione rivestono infatti un
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ruolo chiave per identificare 1 meccanismi rigenerativi latenti del rene umano, che
potrebbero essere attivati e/o potenziati per indurre la regressione clinica del danno

renale.
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1.4

LA VIA DI SEGNALAZIONE DI NOTCH

La complessita ha sempre affascinato I’uomo. E svelarne ’essenza ha costituito un
obiettivo da perseguire, oltre i confini delle singole discipline. In ambito scientifico,
in particolare, ben prima dell’avvento della moderna biologia molecolare, la
comprensione dei meccanismi con cui gli organismi multicellulari, i loro organi e
tessuti si formano e si sviluppano, mantenendo peraltro un elevato livello di
conservazione evolutiva, ha rappresentato un importante campo di ricerca.
L’approfondimento delle conoscenze in questo settore ha condotto successivamente
allo studio delle modalita con cui le perturbazioni dell’ambiente esterno influenzano
lo sviluppo ed il funzionamento dell’organismo, in particolare quello umano, ed
eventualmente conducono all’instaurarsi di processi patologici. Data la complessita
strutturale e funzionale, si € resa sempre piu evidente la necessita di approfondire la
comprensione sul funzionamento e sulla regolazione di tali processi ad un livello
cellulare e molecolare.

Lo sviluppo degli organismi multicellulari richiede infatti il coordinamento nello
spazio e nel tempo di tre principali eventi, 1’alterazione dei quali puo rappresentare la
causa dell’instaurarsi di una malattia: proliferazione cellulare, assegnazione di
specifici percorsi differenziativi ad ogni gruppo di cellule e loro organizzazione nella
costruzione del tessuto e quindi dell’organo. Ciascuno di questi eventi ¢ determinato
e guidato nel suo realizzarsi da una complessa rete di geni regolatori, la cui corretta
espressione determina il fenotipo che ciascuna cellula acquisisce, la sua collocazione
nell’ambito del tessuto ed in definitiva il suo ruolo funzionale, e dalla sua interazione

con un insieme di segnali di provenienza sia intra- che extra-cellulare, I’insieme dei
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quali costituisce cid0 che si definisce una via di segnalazione (222). La ricerca
condotta in questo ambito nelle ultime decadi ha pero evidenziato come la capacita di
condurre a compimento uno sviluppo ed un differenziamento cosi ordinati e
coordinati sia in realta legata ad un numero relativamente ristretto di percorsi
molecolari e di vie di segnalazione cellulare (26). Tra questi, le pathways di Notch,
Ras/MAPK (Mitogen-activated Protein Kinases), Hedgehog, Wnt, TGF-Bf e
JAK/STAT sono ampiamente conservate in tutto il regno animale e risultano
coinvolte nella determinazione di diverse importanti funzioni (26).

La via di segnalazione di Notch ¢ stata descritta per la prima volta nel 1916 in studi
su mutanti genetici di Drosophila melanogaster che mostravano irregolari incavi (in
inglese, notches) di tessuti mancanti a livello dell’estremita delle ali (223) (224). 1l
ruolo di questa pathway nell’ambito dei processi di sviluppo non & stato pero
identificato fino agli anni 30 del secolo scorso, quando fu dimostrato che la
completa assenza del gene Notch comporta una iperplasia del sistema nervoso
centrale embrionale, letale nell’insetto (225): durante lo sviluppo embrionale
normale soltanto il 25% delle cellule dell’ectoderma ventrale acquisisce il fenotipo di
neuroblasto e genera successivamente la linea neuronale, mentre il 75% differenzia
in strutture epidermiche. Negli embrioni in cui I’espressione di Notch ¢ assente si
assiste ad una inappropriata selezione del fenotipo neuroblastico da parte della
maggior parte delle cellule dell’ectoderma, con conseguente sviluppo di un eccesso
di tessuto neuronale (da cui la denominazione di fenotipo “neurogenico” per questi
mutanti) (226) (227). Gli esperimenti di clonaggio condotti negli anni 80 hanno
dimostrato che il gene Notch codifica per una proteina con un singolo dominio
transmembrana (228), dotata di un elevato livello di conservazione dai nematodi

all’uomo, che agisce come recettore per ligandi espressi sulla superficie di cellule
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adiacenti (229): in particolare, gli studi sul ruolo di Notch nell’embriogenesi
neuronale della Drosophila hanno evidenziato come 1’interazione tra il recettore ed il
suo ligando sia in grado di direzionare il destino differenziativo della cellula
ricevente il segnale verso il fenotipo non neuronale e che questo processo riveste
un’importanza essenziale per il normale sviluppo embrionale del sistema nervoso
(226) (227). Tali dati sono stati inizialmente confermati in organismi inferiori dal
punto di vista evolutivo, come il verme Caenorhabditis elegans (230), ma
successivamente, 1’identificazione di omologhi del gene Notch negli invertebrati
(231) e poi nell’uomo (232) ha consentito di estendere le conoscenze acquisite anche
a questi organismi. Nell’'uomo il gene ¢ localizzato sul cromosoma 9 ed ¢ ormai
ampiamente dimostrato che la via di segnalazione di Notch influenza importanti
processi cellulari quali il differenziamento, la sopravvivenza, I’apoptosi ed il ciclo

cellulare, in contesti sia fisiologici che patologici.

1.4.1 LA VIA DI SEGNALAZIONE CANONICA ED I SUOI COMPONENTI

Quando si parla di via di segnalazione di Notch ci si riferisce ad uno specifico
meccanismo molecolare altamente conservato nella scala evolutiva, ben
caratterizzato nei dettagli degli elementi che lo costituiscono, denominato anche
“canonico” per distinguerlo da alcune modalita di trasduzione del segnale atipiche
descritte in specifici contesti (233).

La via di segnalazione di Notch ¢ costituita da una famiglia di recettori
transmembrana, dai loro ligandi, da modulatori positivi e negativi e da fattori di
trascrizione. Nel mammifero sono stati descritti quattro recettori, denominati Notchl,

2, 3 e 4, e cinque ligandi strutturalmente correlati, denominati Delta-likel, 3 ¢ 4 ¢
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Jagged1 e 2; sia 1 recettori che i ligandi sono proteine integrali di membrana con un

singolo dominio transmembrana (tipo I) ed architettura modulare (228) (Figura 12).
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Figura 12. Struttura dei recettori e dei ligandi della via di segnalazione di Notch. Sono
evidenziati gli elementi strutturali di cui ciascuna molecola ¢ composta. Osborne BA, Nat Rev
Immun,2007;7:64-75.

In particolare, i recettori Notch 1-4 (Figura 12) presentano un dominio extracellulare
caratterizzato dalla presenza di un numero di motivi EGF-like variabile da 29 a 36, di
cui quelli in posizione 11 e 12 sono essenziali per il legame al ligando, 3 moduli
LNR (Linl12/Notch/Glp-1, o LIN), ricchi di residui di cisteina, prossimali alla
membrana cellulare, ed una regione di collegamento ai domini transmembrana ed
intracellulare; quest’ultima ¢ importante nel prevenire la prematura attivazione del
recettore e risulta alterata in piu del 25% delle mutazioni attivanti identificate nella
Leucemia linfoblastica acuta a cellule T (234). Il dominio intracellulare, che
comprende I’estremita C-terminale, presenta quattro distinte regioni: la sequenza
RAM (RBP-jx Associated Molecule) per il legame delle proteine CSL/ RBP-ji, 6
ripetizioni in tandem del dominio tipo cdclO/anchirina (ANK), necessarie per la

trasduzione del segnale in quanto mediano le interazioni con alcuni co-regolatori, un

67

DSL



dominio di attivazione trascrizionale (7Transcriptional Activator Domain, TAD) e la
sequenza C-terminale PEST (prolina-glutammato-serina-treonina), che regola il
turnover della proteina; sono presenti inoltre due sequenze di localizzazione nucleare
(Nuclear-localization Sequence, NLS) ai lati delle ripetizioni ANK (235).

La maturazione e 1’attivazione di Notch sono finemente controllate da una serie di
tagli proteolitici operati nei pressi della porzione transmembrana: il recettore ¢
sintetizzato come un unico precursore polipeptidico del peso molecolare di circa 300
kDa che va incontro ad un primo taglio proteolitico (S cleavage) durante il transito
nell’apparato del Golgi, catalizzato da una serina-proteasi appartenente al gruppo
delle furine, in corrispondenza della sequenza consenso RXR/KR, situata a breve
distanza dal dominio transmembrana; vengono cosi generati due frammenti, uno di
circa 180 kDa, contenente la maggior parte del dominio extracellulare, ed uno di
circa 120 kDa, che contiene il dominio intracellulare ed una breve sequenza
extracellulare, uniti tramite un legame non covalente per formare 1’eterodimero che
si colloca sulla superficie cellulare (26) (235).

L’attivazione della cascata di trasduzione del segnale richiede il contatto cellula-
cellula (235) e I’interazione tra la regione N-terminale del ligando ed i domini EGF-
like 11 e 12 del recettore (236), cui seguono, come ampiamente dimostrato, altri due
eventi proteolitici (Figura 13), critici per il ’avvio del processo: il riconoscimento
del ligando induce nel recettore una modificazione conformazionale cui consegue
I’esposizione di un sito di clivaggio situato nel dominio extracellulare, altrimenti
inaccessibile all’enzima responsabile del secondo taglio proteolitico (S2 cleavage),
denominato TACE (TNF-a Converting Enzime, noto anche come ADAMI17),
membro della famiglia delle metalloproteasi ADAM (4 Disintegrin and

Metalloprotease).
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Figura 13. La via si segnalazione canonica di Notch: dall’interazione con il ligando alla
modificazione del profilo trascrizionale della cellula. Bray SJ., Nat Rev Mol Cell
Biol,2006;7(9):678-89.

L’attivita enzimatica risulta nella rimozione della porzione extracellulare del
recettore con conseguente creazione di una frammento denominato NEXT (Notch
Extracellular Truncation), che resta ancorato alla membrana cellulare e che
rappresenta il substrato del complesso delle y-secretasi (26) (235). Tale complesso
enzimatico ¢ costituito dalle molecole Presenilina (PSEN) 1 e 2, nicastrina, APHI(
Anterior Pharynx-Defective 1) e PEN2 (Presenilin Enhancer 2) (237) ed ¢ attivo in
numerosi compartimenti di membrana, risultando responsabile della proteolisi di
diverse proteine integrali di tipo I (238). Il clivaggio di Notch (S3 cleavage), operato

a livello del dominio intracellulare, risulta nel rilascio del frammento solubile NICD
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(Notch Intracellular Domain), tappa finale di una sequenza altamente coordinata che
prevede la produzione della molecola attiva soltanto in conseguenza della corretta
sintesi, esposizione sulla superficie cellulare ed attivazione del recettore da parte del
ligando. Il frammento NICD trasloca quindi nel nucleo, dove si lega alle proteine
leganti il DNA della famiglia RBP-Jx (Recombination signal binding protein for
immunoglobulin  kappa J region, note anche come CSL, acronimo di
CBF1/Su(H)/Lag2, che corrispondono ai nomi di tali molecole rispettivamente nel
mammifero, nella Drosophila e nel Caenorhabditis elegans) (26) (237), un
complesso di fattori di trascrizione altamente conservato, che in assenza
dell’attivazione del recettore Notch agisce come un repressore genico in associazione
con altre molecole (234). L’interazione di NICD con le proteine RBP-Jx comporta
I’allontanamento di repressori, in particolare 1’enzima istone deacetilasi (Histone
Deacetylase, HDAC) (239), e il reclutamento di attivatori, tra cui ad esempio
Mastermind (Mam, nell’'uomo hMAML) e SKIP (Ski-interacting Protein) (234)
(241) (242), trasformando cosi il complesso proteico da repressore ad attivatore
trascrizionale. Tra 1 principali target del complesso NICD-RBP-Ji si annoverano la
famiglia dei fattori di trascrizione bHLH (basic helix-loop-helix) HES
(Hairy/enhancer of Split) (243) ed i loro omologhi Hey (Hairy/enhancer-of-split
Related with YRPW motif) (244), che costituiscono gli effettori della via di
segnalazione di Notch; queste proteine sono dei repressori trascrizionali che agiscono
mantenendo down-regolati geni tessuto-specifici. E verosimile tuttavia che la lista

dei target di Notch sia destinata allungarsi (244).
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1.4.2 REGOLAZIONE DELLA VIA DI SEGNALAZIONE

E ormai noto che la risposta cellulare all’attivazione della cascata di trasduzione del
segnale di Notch varia molto in relazione alla cellula in cui si verifica ed in
particolare del contesto in cui avviene. La capacita di elicitare differenti risposte
cellulari potrebbe dipendere infatti almeno in parte dall’interazione con altre vie di
segnalazione, oppure dalla presenza di diversi modulatori che risultano responsivi al
segnale in un determinato tipo cellulare (234).

Un importante sistema di regolazione operante a livello trascrizionale ¢ rappresentato
dalla cosi detta “inibizione laterale”, la cui descrizione ha costituito una pietra
miliare nell’interpretazione di molti processi cellulari in cui ¢ coinvolto Notch. Tale
meccanismo ¢ infatti in grado di spiegare come due cellule inizialmente identiche
intraprendano, ad un certo punto del loro sviluppo, due diversi percorsi
differenziativi. Si tratta di un tipo di interazione cellula-cellula in cui una cellula che
adotta un fenotipo particolare inibisce quelle adiacenti nel fare altrettanto attraverso
il signaling di Notch accoppiato a sistemi di amplificazione trascrizionale.
Inizialmente due cellule interagenti sono equivalenti dal punto di vista delle
potenzialita di differenziamento, esprimendo livelli comparabili dei vari componenti
della pathway di Notch e percio possedendo una eguale capacita di comportarsi come
cellula che invia o che riceve questo tipo di segnale. Nel tempo si verifica perd una
differenza stocastica nel pattern di espressione delle due cellule, tale per cui una
incrementa la produzione di molecole recettoriali e 1’altra di ligandi e queste
differenze vengono amplificate attraverso circuiti di feed-back sia intra- che inter-
cellulari. Il segnale cosi trasdotto comporta 1’acquisizione di un diverso fenotipo

nelle due cellule: quella che esprime i piu alti livelli di ligando si comporta come
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cellula che invia il segnale, mentre quella che incrementa 1’espressione dei recettori
da cellula ricevente, rendendo il signaling unidirezionale. Questo comporta
I’inibizione, nella cellula ricevente il segnale, dell’acquisizione dello stesso fenotipo
della cellula da cui ¢ inviato (26).

Un ulteriore livello di regolazione sembra essere rappresentato dai meccanismi che
garantiscono la stabilizzazione o, al contrario, la degradazione e I’inibizione degli
mRNA (ad esempio ad opera dei microRNA, miRNA) dei geni target di Notch (234).
E stato inoltre dimostrato che Dattivita del signaling di Notch & estremamente
sensibile alle modificazioni conformazionali della cromatina, al suo livello di
acetilazione e all’arrangiamento strutturale degli istoni (regolazione epigenetica), che
potrebbero essere coinvolti nel determinare la specificita del profilo di espressione
mediato da Notch (234). Le conoscenze relative a queste modalita di regolazione
della cascata di trasduzione di Notch sono ancora scarse e sono numerosi gli studi in
corso mirati alla loro acquisizione.

L’apparente semplicita della cascata di eventi che costituisce la via di segnalazione
canonica di Notch ¢ contrastata dell’esorbitante complesso di meccanismi di
regolazione attivi a livello non soltanto trascrizionale ma anche, e soprattutto, post-
traduzionale e cellulare descritti negli ultimi anni e rivelatisi fondamentali nella
regolazione di molteplici aspetti del funzionamento della pathway. L’attuale
comprensione del ruolo di ciascuno di questi ¢ scarsa, ma la loro importanza ¢
dimostrata dalla mancata corrispondenza tra differenze drammatiche evidenziate a
livello funzionale, sia nelle cellule che inviano che in quelle che ricevono il segnale
mediato da Notch, ed 1 livelli di espressione dei recettori o dei ligandi, che risultano
spesso non significativamente diversi (234). Nonostante quindi 1’espressione dei

costituenti la via di segnalazione di Notch risulti estremamente dinamica e si

72



modifichi durante le diverse fasi dello sviluppo dell’organismo, ¢ verosimile che un
rilevante sistema di regolazione sia quello che agisce successivamente ai processi di

traduzione (Figura 14).

Synta cind
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Figura 14. Processazione e traffico del recettore modificano ’attivita del signaling di Notch.
Notch (in viola) ¢ prodotto nel reticolo endoplasmatico, dove interagisce con I’enzima O-fucosil
transferasi (O-Fut; in verde) ed é trasportato nell’apparato di Golgi; in questa sede é
ulteriormente processato dalla convertasi furina-like (S1 cleavage; in grigio) e glicosilato ad
opera di O-Fut e di altre glicosil-transferasi (ad esempio Fringe; in rosso) prima di essere
trasportato sulla superficie cellulare. L’endocitosi del recettore puod portare al suo riciclo o alla
degradazione attraverso la via dei corpi multi-vescicolari. Il processo di ubiquitinazione regola il
traffico e la distribuzione del recettore nei diversi compartimenti cellulari. Modificato da Bray
SJ, Nat Rev Mol Cell Biol,2006;7(9):678-89.

Tra i principali meccanismi appartenenti a questa categoria si possono ricordare:

1. Glicosilazione del recettore: le ripetizioni EGF-like presenti nel dominio

extracellulare di Notch costituiscono siti di glicosilazione. L’enzima O-
fucosil-transferasi (O-Fut/Pofut-1) catalizza il trasferimento di una molecola
di fucosio necessaria per la formazione di un recettore funzionalmente attivo

(246) (246), come dimostrato dal fatto che la deplezione di questa attivita
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2.

enzimatica genera un fenotipo sovrapponibile a quello determinato
dall’assenza della segnalazione attraverso questa via (ad esempio per
mutazione dei costituenti del complesso delle y-secretasi) (234). E stato
inoltre dimostrato che 1’enzima O-Fut possiede attivita di chaperone ed ¢
pertanto implicato nella determinazione del corretto folding del recettore e nel
suo trasporto dal reticolo endoplasmatico alla membrana cellulare (248). Un
altro enzima con importante ruolo di regolazione ¢ Fringe, una glicosil-
transferasi che agisce catalizzando il trasferimento di residui di glucosio sui
domini EGF-like, successivamente all’attivita di O-Fut. Questo processo ¢ in
grado di generare un elevato numero di recettori con variabile livello di
glicosilazione e, potenzialmente, diverso grado di affinita per il ligando (26)
(249).

Proteolisi del recettore e del ligando: oltre ai ben noti meccanismi

precedentemente descritti (57, S2 e S3 cleavage), che costituiscono gli eventi
molecolari essenziali per I’attivazione della cascata di trasduzione del
segnale, sono stati recentemente delineati alcuni altri esempi di proteolisi con
potenziale ruolo di regolazione. Tra questi si annovera, ad esempio, la
proteolisi dei ligandi di Notch operata nel loro dominio intracellulare, che
sembra contribuire alla down-regulation del ligando stesso ed alla
generazione di un frammento solubile, che trasloca nel nucleo ed attiva una
segnalazione indipendente (250) (251). Infine, ¢ stato descritto un ulteriore
evento proteolitico potenzialmente rilevante a carico della porzione C-
terminale del dominio intracellulare del recettore Notch, da cui risulta la

produzione di un frammento NICD particolarmente stabile data la rimozione
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della sequenza PEST, normalmente responsabile del suo rapido turnover
(252).

Endocitosi e ubiquitinazione del recettore e del ligando: a partire dai primi

studi di genetica condotti sulla Drosophila, un numero sempre maggiore di
evidenze sperimentali sostiene I’importanza dell’endocitosi nella produzione
di un segnale funzionalmente efficace (253) (254). Uno dei possibili ruoli
attribuibili a questo processo ¢ quello di generare delle forze dinamiche
durante 1’invaginazione della membrana, che potrebbero favorire le
modificazioni conformazionali del recettore necessarie per 1’esposizione del
sito di clivaggio su cui agiscono gli enzimi proteolitici della famiglia ADAM
(254) (255) (255). Questo meccanismo presiede probabilmente al controllo
della corretta attivazione di Notch, ossia impedisce che questa avvenga in
assenza dello stimolo opportuno, rappresentato dal legame del ligando. Come
dimostrato anche per altre vie di segnalazione, I’endocitosi di Notch ¢
necessaria sia per ’attivazione della trasduzione del segnale che per la sua
degradazione e down-regulation: il recettore pud infatti essere distribuito in
parte al compartimento endosomiale di riciclaggio, che provvede alla
riesposizione della molecola sulla superficie cellulare, rispristinando le
potenzialita della cellula di rispondere ad opportune stimolazioni, in parte ai
sistemi di degradazione intracellulare (compartimento endosomiale tardivo,
che comprende 1 corpi multi-vescicolari ed 1 lisosomi di degradazione), ed in
parte ai cosi detti endosomi di segnalazione, nei quali un microambiente
favorevole e particolari caratteristiche, quali la corretta rappresentazione dei
lipidi di membrana, I’ubiquitinazione operata da specifici enzimi (E3

ubiquitina-ligasi), 1’opportuna acidificazione dell’endosoma ed il trasporto
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fuori da questo mediato da opportuni trasportatori, favoriscono la produzione
di un segnale efficace (26).

Sorprendentemente, ’endocitosi ¢ stata dimostrata anche a livello della
cellula che invia il segnale, cio¢ a carico del ligando, anche se non ¢ ancora
chiaro quale sia il meccanismo con cui ci0o influisce sull’attivazione del
signaling di Notch (257). Questo processo, che richiede I’intervento di
specifiche molecole, tra cui le E3 ubiquitina-ligasi Neuralized ¢ Mindbomb
(257), potrebbe incrementare 1’attivita del ligando potenziando la forza
necessaria ad indurre nel recettore le modificazioni strutturali richieste per
I’esposizione dei siti di proteolisi. Inoltre, non si pud escludere che
I’endocitosi dei ligandi provveda alla creazione di un poo/ di molecole
prontamente disponibili ad essere rilasciate nelle circostanze in cui sia
richiesta I’attivazione del segnale (26).

Segregazione asimmetrica dei regolatori intracellulari: durante lo sviluppo dei

metazoi, 1 diversi destini differenziativi a cui ciascuna cellula va incontro
possono essere determinati, oltre che dall’attuazione di determinati
programmi genetici e da specifiche interazioni cellula-cellula, dalla
distribuzione asimmetrica di molecole regolatrici nelle cellule in mitosi. Studi
recenti hanno dimostrato come questo meccanismo rivesta un ruolo rilevante
nella regolazione del signaling di Notch. L’esempio sicuramente meglio
caratterizzato ¢ quello di Numb, una proteina associata alla membrana che
riconosce € lega Notch, inibendone I’attivita: durante la divisione cellulare
Numb si concentra specificamente in una regione di morfologia crescentica
localizzata ad un polo della cellula madre e successivamente segrega

asimmetricamente in una sola delle cellule figlie che si generano; in questa
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sede Numb pud quindi inibire la cascata di segnalazione di Notch
accelerandone la degradazione (258) e/o sequestrando in vescicole di
endocitosi o inattivando il modulatore positivo di Notch Sanpodo (259). 11
meccanismo della segregazione asimmetrica interessa anche altre molecole,
tra cui Neuralized, una E3 ubiquitina-ligasi responsabile dell’endocitosi dei
ligandi (261), e alcune molecole, come Rabll e Secl5, coinvolte nella
localizzazione sub-cellulare degli stessi (261) (262). Recentemente infine, in
aggiunta ai dati descritti, ¢ stata fornita la dimostrazione che un analogo
processo di segregazione asimmetrica pud riguardare non solo singole
molecole ma anche interi endosomi contenenti Notch, Delta e la proteina
Sara: la presenza al loro interno dell’attivita y-secretasica consente la
produzione del frammento recettoriale attivo NICD, conferendo alla cellula a
cui selettivamente tale complesso ¢ trasmesso, un aumentato livello di

segnalazione (263).

La linearita che classicamente si vorrebbe attribuire, per necessita di semplificazione,
ad una via di segnalazione intracellulare, nel caso di Notch ¢ quindi ampiamente
contaddetta dal voluminoso complesso di evidenze sperimentali a sostegno
dell’esistenza di un alto livello di regolazione operante sulle diverse fasi del processo
di trasduzione del segnale (trascrizione, traduzione, epigenetica) e dell’influenza del
milieu biologico in cui la stessa via di segnalazione opera. La comprensione del
meccanismo d’azione di questi processi, della loro integrazione a livello molecolare
e delle modalita con cui generano la regolazione spazio-temporale del signaling di

Notch costituisce un importante obiettivo della ricerca nel prossimo futuro.
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1.4.3 IL RUOLO DI NOTCH NEI SISTEMI STAMINALI:

IDENTIFICAZIONE DELLA “STEM CELL PATHWAY”?

Le cellule staminali sono cellule rare e dotate di caratteristiche uniche, responsabili
in larga parte della costruzione e ricostruzione dei tessuti e degli organi durante
I’embriogenesi, la crescita post-natale e la riparazione del danno. L’equilibrio tra
self-renewal e differenziamento deve essere finemente controllato durante tutti questi
processi, poiché una alterazione della rappresentazione di tali cellule, per impropria
attivazione o mancato mantenimento, pud condurre alla deplezione del pool
staminale e alla depauperazione del tessuto, mentre al contrario un self-renewal
incontrollato ¢ caratteristico dei processi tumorali (202) (244).

La via di segnalazione di Notch presenta un elevato livello di conservazione
evolutiva ed ¢ coinvolta nel controllo di un ampio spettro di eventi che interessano i
sistemi staminali, sia durante [’embriogenesi che nello sviluppo post-natale e
nell’omeostasi tissutale degli organismi multicellulari, e la sua disregolazione ¢
responsabile di diversi processi patologici, caratterizzati spesso da difetti di sviluppo

(265).

IL SIGNALING DI NOTCH NELLE CELLULE STAMINALI DURANTE LO

SVILUPPO EMBRIONALE E L’ORGANOGENESI

Le prime informazioni in merito sono state ottenute, come precedentemente
descritto, da studi sulla neurogenesi embrionale della Drosophila (225) e sono state

confermate in seguito anche nel verme Caenorhabditis elegans (230).
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E stato cosi evidenziato il ruolo della via di segnalazione nella determinazione del
destino differenziativo di cellule staminali immature ed in particolare nella scelta tra
due possibili opzioni, inizialmente equivalenti (binary cell fate choice degli autori
anglosassoni). Gli studi dettagliati su questo tipo di meccanismo regolativo, definito
anche “segnalazione o inibizione laterale” (Figura 15B) per le modalita con cui si
instaura tra cellule adiacenti, hanno suggerito che Notch possa essere implicato
nell’inibizione dell’assunzione di un fenotipo default (detto anche “destino
primario”, ossia il fenotipo che la cellula acquisisce se non riceve stimoli contrari)
nelle cellule staminali in cui si attiva, favorendo in tal modo 1’acquisizione di un
percorso differenziativo alternativo (“secondario”) rispetto a quello che la cellula
avvierebbe (226) (266) (266) (268) (269). Le cellule in cui il signaling di Notch ¢
attivato, committed verso il fenotipo secondario, possono intraprendere questo
percorso immediatamente dopo I’attivazione della cascata di segnalazione o in un
secondo momento, mantenendo in tal caso uno stato indifferenziato fino al momento
del differenziamento (266).

Successivamente ¢ stato ampiamente dimostrato il coinvolgimento di Notch nella
regolazione di diversi altri tipi di processi differenziativi, in particolare delle
interazioni che intercorrono tra cellule che si presentano inizialmente distinte 1’una
dall’altra dal punto di vista delle potenzialita di acquisizione di un determinato
fenotipo: un crescente numero di osservazioni suggerisce infatti che il signaling di
Notch, oltre ad inibire un determinato tipo di differenziamento nella cellula staminale
o nel progenitore in cui si attiva, possa anche promuovere in modo diretto in alcuni
tipt cellulari la specificazione differenziativa (cosi detta inductive cell fate
interaction). In questo caso Notch agisce come fonte di un “segnale di induzione”

(Figura 15C) tra cellule non equivalenti e chiaramente distinte, la cellula che invia il
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segnale (che esprime il ligando) e la vicina cellula che lo riceve (che esprime il
recettore). Si possono annoverare come esempi di questo paradigmatico meccanismo
di azione la determinazione precoce dei blastomeri in Caenorhabditis elegans, la
modellazione dei coni a partire dai precursori dei fotorecettori nella retina (up-
regulation mediata da Notch di master control genes quali vestigial (vg), eyeless (ey)
e Distal-less (DIl) nei dischi immaginali) (270) e la formazione dei margini che
separano la superficie ventrale e dorsale delle ali della Drosophila (26) (234) e, nei
mammiferi, la formazione delle cellule dell’estremita di vasi neoformati durante
I’angiogenesi e il differenziamento neuronale, ed in particolare, 1’induzione del
fenotipo gliale: in questo specifico contesto 1’attivazione di Notch media
I’acquisizione del fenotipo gliale piuttosto che semplicemente 1’inibizione del
differenziamento a neuroni, come precedentemente descritto (26). Nei vertebrati,
inoltre, il coinvolgimento di questo meccanismo di azione di Notch ¢ stato
dimostrato ad esempio nella formazione delle cellule ciliate dell’orecchio interno
(271), nella produzione delle cellule B-pancreatiche secernenti insulina (272), nel
differenziamento delle cellule caliciformi mucipare e delle cripte intestinali (273) ed
in numerose fasi del differenziamento dei linfociti T e B (274) (275).

Una considerazione di carattere generale che si pud dedurre da quanto descritto ¢
pertanto che nei processi di sviluppo Notch determina la creazione di un legame tra il
destino di una cellula e quello della cellula adiacente, al punto tale da poter sostenere
che, se due cellule vicine seguono un diverso percorso differenziativo, ¢ molto
probabile che Notch sia coinvolto.

Da quanto descritto emerge come I’inibizione del differenziamento, la specificazione

del lineage in momenti critici dello sviluppo e lo stimolo all’acquisizione di un
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particolare percorso differenziativo siano funzioni rilevanti assolte da Notch durante

lo sviluppo embrionale (Figura 15).

A Inhibition of differentiation | B Binary cell fate decisions
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Figura 15. Effetti pleiotropici del signaling di Notch. (A) Funzione gate-keeper: Notch mantiene
le cellule staminali e/o le TAC in uno stato indifferenziato (B) Binary cell fate decision (C)
Induzione del differenziamento. (D) Tumorigenesi. Radtke F et al, FEBS Lett,2006;580(12):2860-
8

Come puo quindi la pathway di Notch, caratterizzata da un cosi elevato livello di
conservazione, non solo evolutiva ma anche del proprio meccanismo di
funzionamento, regolare cosi tanti e talvolta contrastanti obiettivi? Una spiegazione
ovvia, e percio superficiale, ¢ che la funzione di Notch sia dipendente dal contesto in
cui si trova ad agire, tanto che ¢ stato dimostrato in diverse specie, compreso 1’'uomo,
che mentre in un tessuto Notch pud avere un ruolo permissivo nei confronti di un
evento cellulare, in un altro pud determinarne l’inibizione (244). Poiché anche la
comprensione di cid che significa “contesto” non ¢ semplice da ottenere, risulta di
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fondamentale importanza approfondire le conoscenze sulle vie di segnalazione che
interagiscono o influenzano quella di Notch in un determinato tessuto o popolazione
cellulare, in quanto questo potrebbe rappresentare un importante meccanismo di
diversificazione degli outcomes rilevati in diverse circostanze. In alternativa, diversi
recettori Notch potrebbero indurre diversi programmi di espressione genica, oppure
la funzione di Notch potrebbe essere controllata a livello dei ligandi (276).

Il corretto sviluppo tissutale richiede inoltre che il differenziamento cellulare sia
coordinato ad un livello pit complesso con il globale controllo delle dimensioni e
dell’identita del tessuto, e la via di segnalazione di Notch ¢ largamente coinvolta
nella regolazione dei processi che garantiscono nelle cellule staminali tale
integrazione morfologica e funzionale, tra cui ad esempio la proliferazione cellulare,
il self-renewal, I’apoptosi, la formazione dei margini, la transizione epitelio-
mesenchima negli organismi evolutivamente superiori. Informazioni importanti a tale
proposito sono state ottenute con studi di mutagenesi condotta selettivamente su geni
codificanti per costituenti della pathway di Notch (Notchl-4, DIl1-3-4, Jagl-2) nel
topo: letalita precoce (fasi precoce ed intermedia dello sviluppo embrionale),
somitogenesi anomala, aberrante strutturazione del sistema vascolare, apoptosi
incontrollata, eccessivo differenziamento neuronale sono solo alcune delle alterazioni
rilevate in questi esperimenti, da cui pertanto ¢ emerso come la via di segnalazione di
Notch abbia un ruolo fondamentale per la corretta realizzazione di importanti
processi embrio- ed organo-genetici. Poiché perd, il fenotipo risultante
dall’inattivazione di geni diversi non risulta spesso sovrapponibile e quindi
determinato in modo inequivocabile, ¢ plausibile affermare che esistono ulteriori
livelli di modulazione della loro espressione e del funzionamento stesso del signaling

(276).
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I risultati degli studi condotti nel topo hanno affiancano le conoscenze derivanti
dall’identificazione del coinvolgimento di Notch in alcune patologie genetiche
umane, caratterizzate da anomalie dello sviluppo e dell’organogenesi, tra cui la
Sindrome di Alagille, la Disostosi spondilo-costale ¢ la sindrome CADASIL
(Cerebral Autosomal Dominant Arteriopathy with Subcortical Infarcts and
Leukoencephalopathy).

La sindrome di Alagille (o displasia arterio-epatica) ¢ una malattia autosomica
dominante, a penetranza ed espressivita variabile, spesso sporadica ma per la quale
sono stati descritti anche casi di trasmissione familiare; € caratterizzata da anomalie a
livello del fegato, del cuore, dello scheletro, dei reni, dell’occhio, del pancreas e da
una facies caratteristica. Talvolta puo essere presente un ritardo mentale da leggero a
moderato (277). Gli studi di clonaggio hanno rilevato come questa malattia sia
causata da mutazioni a carico del gene codificante per Jaggedl (279) (280). L’ampia
varieta di anomalie morfo-funzionali che si riscontrano in questa patologia supporta
ulteriormente 1’importanza del signaling di Notch per la corretta organogenesi di
diversi apparati.

La Disostosi spondilo-costale ¢ una rara malattia genetica caratterizzata da
malformazioni multiple vertebrali e costali, che causano bassa statura, deformita del
collo e della gabbia toracica e malattia respiratoria di tipo restrittivo, che rappresenta
normalmente la causa di morte. E causata da mutazioni trasmesse con modalita
autosomica recessiva del gene codificante per Delta-like3 (277). La sua descrizione
ha condotto all’identificazione del ruolo del signaling di Notch nella regolazione
della formazione dei somiti e nella loro suddivisione nelle porzioni anteriore e
posteriore, dalla cui alterazione derivano appunto le anomalie scheletriche che

caratterizzano la malattia (281).
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Infine, la sindrome CADASIL ¢ caratterizzata da una trasmissione autosomica
dominante e da anomalie vascolari che comportano lo sviluppo di un’ampia varieta
di sintomi, tra cui emicrania con aura, disturbi dell’'umore, infarti ischemici
subcorticali ricorrenti, declino cognitivo progressivo fino alla demenza e morte
precoce (277). Le lesioni vascolari riscontrate nella sindrome sono di tipo non
aterosclerotico e non amiloide ed interessano principalmente i vasi di piccolo calibro
cerebrali, nonostante possano essere riscontrate in diverse sedi anche a livello
sistemico (277). La sindrome CADASIL ¢ causata da mutazioni nel gene codificante
per il recettore Notch3 (282), che quindi riveste un ruolo cruciale nella corretta
formazione delle strutture vascolari.

I1 ruolo di Notch nella regolazione delle funzioni delle cellule staminali nell’ambito
dei processi di sviluppo embrionale e di organogenesi puo essere schematicamente
riassunto come segue (276):

1. Promozione del differenziamento delle cellule staminali primordiali in cellule
staminali tessuto-specifiche nelle fasi precoce ed intermedia dello sviluppo
embrionale.

2. Inibizione del differenziamento delle cellule staminali organo- e tessuto-
specifiche ed espansione del pool staminale residente con mantenimento in
uno stato indifferenziato.

3. Stimolazione di un percorso differenziativo alternativo rispetto a quello
default nelle fasi tardive del differenziamento.

Sembra quindi possibile affermare che negli organismi complessi Notch agisce in
fasi diverse dello sviluppo, talvolta anche nel contesto di un singolo tessuto, € che

pressoché tutti gli elementi cellulari richiedano, ad un certo punto del loro
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differenziamento ed inserimento nel contesto dell’organo che vanno a costituire, il

contributo di Notch (26).

IL SIGNALING NEI SISTEMI STAMINALI ADULTI

Le cellule staminali sono attualmente considerate le principali responsabili del
mantenimento dell’omeostasi dei tessuti e degli organi durante il corso della vita
post-natale. Conservano infatti intatto il pool staminale (controllando il numero e le
proprieta funzionali delle cellule staminali residenti) cosi come garantiscono una
corretta rappresentazione delle cellule terminalmente differenziate, sia durante il
normale furnover tissutale sia in seguito all’inferimento di un insulto che richiede un
processo di riparazione.

Il signaling di Notch ¢ coinvolto nella regolazione di molteplici processi finalizzati a
tali obiettivi in numerosi sistemi staminali, tra 1 quali si possono ricordare:

= Cute e follicolo pilifero: Notchl, 2 e 3 sono espressi in diversi strati cellulari

costituenti il follicolo pilifero; ¢ stato dimostrato che, successivamente allo
sviluppo embrionale, in cui il ruolo di Notch non sembra essere rilevante
(283), sia D’inibizione che [D’iperattivazione della via di segnalazione
causano una perdita di elementi piliferi con formazione di cisti e
conseguente alopecia irreversibile per induzione del passaggio dalla fase di
anagen a quella di catagen (alterazione del ciclo vitale) (283) (283) (284)
(285). Studi di genetica condotti nel topo hanno evidenziato inoltre che
un’eccessiva attivazione del signaling di Notch ¢ responsabile della genesi
di iperplasia epidermica, consentendo di concludere che, in condizioni

fisiologiche, Notch inibisce il differenziamento delle cellule staminali del
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follicolo a cellule epidermiche, favorendo invece il differenziamento a
cheratinociti specifici delle strutture pilifere (287). Infine, ¢ stato ipotizzato
il coinvolgimento di Notch nell’oncogenesi cutanea (288).

= Sistema ematopoietico ed immunitario: il sistema ematopoietico ¢ certamente

il sistema staminale meglio caratterizzato. Tuttavia, nonostante le HSC
siano state identificate ormai piu di 25 anni fa, i meccanismi molecolari e lo
specifico microambiente che regolano il loro self-renewal e
differenziamento sono lontani dall’essere ben compresi.

L’importanza rivestita dal signaling di Notch nei processi ematopoietici €
stata inizialmente suggerita dall’identificazione della sua associazione con
alcune neoplasie ematologiche: questo ha successivamente generato un
grande interesse nella chiarificazione del ruolo di Notch nella regolazione
di processi come [’assegnazione del [lineage differenziativo e il
differenziamento delle HSC durante I’ematopoiesi (237).

L’elevato livello di espressione dei costituenti della via di segnalazione di
Notch nell’ambito del sistema ematopoietico adulto (dalle HSC ai
progenitori, fino alle cellule mature) (289) ha infatti suggerito che questa
pathway possa rivestire un ruolo importante nell’ematopoiesi, attualmente
ampiamente dimostrato dallo studio di quella embrionale: infatti,
nonostante Notch1 non sia indispensabile per I’ematopoiesi primitiva che si
realizza nel sacco vitellino (la cui funzione principale ¢ la rapida
produzione di cellule della linea rossa, che trasportano ossigeno ai tessuti
embrionali in continuo accrescimento), ¢ tuttavia essenziale per la
produzione del pool di HSC, capace di generare poi tutte le cellule

ematiche e di ripopolare il midollo osseo (Bone Marrow, BM) nel processo
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chiamato ematopoiesi definitiva, che nell’embrione si realizza nella regione
AGM (aorta-gonadi-mesonefro). Al contrario Notch2 non sembra
essenziale né per I’ematopoiesi primitiva né per quella definitiva (290).
Resta invece controversa 1’importanza di Notch nella regolazione del self-
renewal e del mantenimento delle HSC nella vita post-natale. I dati sinora
ottenuti mostrano che [’over-espressione sperimentalmente indotta di
Notchl incrementa il self-renewal (291) ed inibisce il differenziamento dei
progenitori e delle HSC, mantenendoli nello stato indifferenziato, sia in
vivo (292) che in vitro (293); in tal modo Notch, la cui azione si esplica
soprattutto a livello delle cellule pit immature, mantiene, € pud espandere,
il compartimento staminale midollare (237). Nonostante ci0, non esiste
alcun modello genetico a supporto di questa ipotesi (237) (276) (294) e
sono state fornite anche prove contrarie a quanto affermato (295) (296).
Pertanto, resta da chiarire quale sia il reale ruolo di Notch soprattutto nella
regolazione di questi processi in condizioni basali. Molto probabilmente,
questo apparente contrasto deriva dal fatto che 1’azione di Notch ¢
fortemente influenzata dal livello di maturazione della cellula su cui agisce
(237). In alternativa, ¢ possibile che tali differenze derivino da diversita
delle condizioni sperimentali (202).

I componenti della pathway di Notch sono variamente espressi a livello dei
diversi tipi cellulari che costituiscono la nicchia staminale ematopoietica
osteoblastica (sia nelle HSC che nelle cellule non staminali) e
probabilmente partecipano al cross-talk che si instaura tra cellula staminale
ematopoietica e microambiente circostante, indispensabile per mantenerne

I’omeostasi. Tuttavia, ancora una volta, non esiste un’interpretazione
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univoca dei dati finora ottenuti e la genetica non fornisce risultati a
sostegno di questa ipotesi (237) (294); cio che certamente si puo affermare,
comunque, ¢ che Notch coopera con altre vie di segnalazione nella
regolazione dell’ematopoiesi (294).

Al contrario sembra ormai chiaro il ruolo essenziale che Notch svolge nel
determinare il commitment dei linfociti T nel compartimento linfoide adulto
(289). L’inattivazione di Notch nei progenitori midollari determina infatti
un blocco nella produzione di linfociti T e lo sviluppo ectopico di linfociti
B nel timo, suggerendo che Notch induca nel progenitore linfoide precoce
I’adozione del fenotipo T, mentre in assenza di questo stimolo il
differenziamento procede verso 1’acquisizione del fenotipo B, che quindi si
configura come il fenotipo default dei progenitori linfoidi. Al contrario,
un’aumentata espressione di Notch determina un differenziamento ectopico
di linfociti T nel BM, a spese del compartimento B (297). Notch ¢ dunque
essenziale per il commitment verso il lineage T. Inoltre il signaling di
Notch promuove il differenziamento delle cellule pro-T a pre-T a livello
del timo, controllando il riarrangiamento del TCR (7-cell Receptor)
attraverso la regolazione dell’accessibilita della cromatina (297),
assicurando cosi la corretta formazione di un complesso pre-T, essenziale
per lo sviluppo det timociti.

Un ruolo aggiuntivo ¢ stato descritto nel differenziamento dei linfociti
splenici. Linfociti B immaturi di derivazione midollare entrano nella milza
e differenziano sia in cellule B follicolari che in cellule della zona
marginale: il signaling di Notch sembra importante per il differenziamento

di queste ultime (297).
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In definitiva, quindi, [’unico ruolo chiaro attribuibile a Notch
nell’ematopoiesi ¢ quello di influenzare le decisioni sul [ineage
differenziativo da adottare nei progenitori in momenti chiave dello sviluppo
e, conseguentemente, di indurre il differenziamento (276).

Notch ¢ strettamente correlato anche ai tumori del sistema ematopoietico.
Le prime informazioni a riguardo risalgono agli anni ’80 e all’inizio del
secolo scorso il gruppo di Jeff Sklar ha clonato e sequenziato la
traslocazione cromosomica t(7;9) in un ristretto numero di soggetti affetti
da Leucemia linfoblastica acuta a celle T (T-ALL, T-cell Acute
lymphoblastic leukemia) (232). La traslocazione t(7;9), che porta
all’espressione di una forma tronca del recettore Notchl che risulta
costitutivamente attiva, ¢ rara e si riscontra in meno dell’1% dei pazienti
con T-ALL, sollevando pertanto la questione della reale rilevanza clinica di
questi dati. Tuttavia, uno studio recente ha identificato mutazioni attivanti a
carico del gene codificante per Notchl in oltre il 50% dei pazienti con T-
ALL analizzati. Questi dati mostrano come le mutazioni attivanti di Notchl
siano una delle principali cause dello sviluppo di leucemia a cellule T (237)
(276).

L’espressione aberrante e disregolata dei recettori Notch ¢ stata dimostrata
anche in linfociti tumorali sia T che B di pazienti affetti da Linfoma di
Hodgkin e da Linfoma anaplastico a grandi cellule (299), suggerendo un
possibile ruolo di questa via di segnalazione come marker diagnostico e
come possibile obiettivo terapeutico. E interessante tuttavia notare come il
potenziale oncogenico di Notch sembri confinato alle neoplasie della linea

T e non abbia invece alcuna importanza in quelle delle cellule mieloidi. Il
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motivo non ¢ chiaro, ma ¢ possibile che Notch cooperi con un segnale
specifico per le cellule T (276).

* Intestino: diverse tipologie di studi (mutagenesi selettiva, inibizione o
attivazione esogena, induzione di espressione forzata, etc.) hanno condotto
ad alcune importanti acquisizioni sul ruolo di Notch nel sistema staminale
intestinale, localizzato a livello delle cripte di Lieberkiihn. L’inibizione del
signaling di Notch comporta I’abolizione di attivita proliferativa nelle
TAC, cui consegue il loro differenziamento in cellule caliciformi mucipare
o in cellule endocrine e perdita della capacita di acquisire il fenotipo
enterocitario (300) (273). Al contrario, I’iperattivazione di Notch risulta
nella inibizione del differenziamento delle cellule staminali residenti nelle
cripte in cellule mature (301). Questi risultati consentono di identificare
due importanti funzioni della via di segnalazione di Notch nell’omeostasi
intestinale: la prima ¢ il mantenimento dei progenitori in uno stato
indifferenziato, la seconda ¢ la regolazione della binary cell fate choice dei
progenitori che devono scegliere tra il fenotipo secretorio (cellule mucipare
o endocrine) e quello assorbente. Infine ¢ stato dimostrato che il signaling
di Notch ¢ iperattivo nelle cellule di adenoma intestinale, suggerendo un
possibile ruolo nell’oncogenesi di questo distretto (302).

= Muscolo scheletrico: Notch sembra rivestire diversi ruoli nella miogenesi.

Nonostante 1’attivazione della cascata di segnalazione sia responsabile della
mancata formazione dei precursori miogenici dal mesoderma somatico, ¢
tuttavia necessaria per lo sviluppo del sistema nervoso periferico,
essenziale per il differenziamento terminale delle cellule muscolari (303).

Oltre a questa funzione esplicata durante lo sviluppo embrionale, Notch ¢
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responsabile del mantenimento dell’omeostasi del sistema staminale
residente, rappresentato dalle cellule satelliti (304): I'up-regolazione del
signaling di Notch comporta un incremento del rate proliferativo di queste
cellule e quindi I’espansione del compartimento staminale, mentre al
contrario la sua inibizione ¢ associata al differenziamento in cellule
muscolari mature (303). Inoltre ¢ stato dimostrato che il declino della
capacita rigenerativa e di riparazione del tessuto muscolare da parte delle
cellule satellite, a cui si assiste con 1’avanzare dell’eta, puo essere attribuito
ad un’insufficiente attivazione del signaling di Notch e che 1’induzione di
un elevato livello di trasduzione del segnale ¢ in grado di ripristinare tale
capacita (303) (209) (305).

= Cuore: la via di segnalazione di Notch riveste importanti funzioni durante i
processi morfogenetici cardiaci, come suggerito da evidenze sperimentali e,
in particolare, dal riscontro di numerose malformazioni cardio-vascolari
congenite, spesso incompatibili con la vita, in modelli di mutagenesi
condotta a carico dei costituenti della pathway, e cliniche, ad esempio nella
Sindrome di Alagille. Sia durante I’embriogenesi che nel sistema staminale
adulto del cuore, Dl’attivazione del signaling di Notch ¢ responsabile
dell’espansione del pool staminale, ottenuta dalla proliferazione e dalla
contemporanea prevenzione dell’apoptosi dei precursori (306) (27). I livelli
di attivazione di Notch presentano un andamento parallelo al potenziale
proliferativo dei cardiomiociti immaturi (306), tanto che il loro progressivo
declino ¢ associato alla concorde perdita della capacita replicativa dei
precursori per uscita dal ciclo cellulare, che peraltro si accompagna al

differenziamento in cellule mature (306).
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Un dato di estremo rilievo per la comprensione dei meccanismi
patogenetici e delle potenzialita terapeutiche di numerose malattie, peraltro
non solo cardiache, ¢ quello segnalato da Campa e coll., secondo 1 quali
I’attivazione forzata del signaling di Notch in cardiomiociti maturi e
completamente differenziati comporta 1’attivazione del checkpoint per il
controllo del danno al DNA e I’arresto nella fase G2/M del ciclo cellulare,
riflettendo 1’esistenza di una barriera intrinseca alla replicazione di tali
cellule: questo meccanismo ha lo scopo di prevenire nel cuore maturo il
realizzarsi di processi quali I’apoptosi e la catastrofe mitotica, cui vanno
incontro cellule che, per il loro elevato livello di specializzazione e
differenziamento, non sono programmate per duplicarsi (27).

* Ghiandola mammaria: la proliferazione e il differenziamento delle cellule

staminali della ghiandola mammaria, capaci di generare sia le cellule
luminali che quelle del /ineage mioepiteliale, sembrano almeno in parte
regolati dalla attivita della pathway di Notch; la sua inibizione, ad esempio,
promuove il self-renewal mentre al contrario, la sua attivazione stimola il
differenziamento in cellule luminali. E stato dimostrato che lo stretto
controllo dell’attivita di Notch ¢ essenziale non solo per garantire un
equilibrio nella produzione di cellule differenziate, ma anche per
controllare la corretta progressione del ciclo cellulare e quindi proteggere le
cellule ghiandolari dalla trasformazione neoplastica (202).

= Sistema nervoso: la via di segnalazione di Notch riveste numerosi importanti

ruoli nello sviluppo sistema nervoso centrale (SNC), tra cui la regolazione
della proliferazione, del self-renewal e del differenziamento delle cellule

staminali neuronali: Notch mantiene le NSC nello stato proliferante (307),
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ne previene la morte e ne conserva intatto il potenziale multidifferenziativo
(308), mentre Numb, che antagonizza la funzione di Notch, promuove
I’arresto del ciclo cellulare e il differenziamento neuronale (309) (310). In
fasi successive, Notch sembra implicato nella regolazione della scelta tra
distinte opzioni differenziative, come accade altrove: la sua attivazione
sembra infatti promuovere 1’acquisizione del fenotipo neuronale rispetto a
quello gliale ed inoltre, nella popolazione che differenzia a cellule della
glia, stimola il differenziamento in cellule di Muller, astrociti e cellule
gliali radiali, piuttosto che in oligodendrociti (311).

Mentre i1 fenomeni rigenerativi che si riscontrano in altri tessuti, come il
BM o D’epidermide, sono continui durante il corso di tutta la vita, la
neurogenesi € un processo essenzialmente embrionale e nella vita adulta si
realizza limitatamente ad alcune regioni, tra cui la SVZ, la SGZ e il bulbo
olfattivo; cid nonostante, puod essere potenziata da stimoli quali 1’esercizio,
il danno o un ambiente opportuno (202). Nelle NSC adulte Notch
promuove la proliferazione, inibendo ’uscita dal ciclo cellulare, previene il
differenziamento e quindi contribuisce a mantenere il poo/ staminale (202).
Notch ¢ espresso e attivo anche nei neuroni post-mitotici differenziati del
SNC dell’adulto (312): durante tutto il corso della vita, dalla nascita alla
morte, Notch ¢ attivamente coinvolto in cambiamenti dinamici
dell’architettura cellulare e nella regolazione della funzione del sistema
nervoso; controlla infatti la neurogenesi, la crescita degli assoni e dei
dendriti, la plasticita sinaptica ed infine la morte neuronale, contribuendo a
regolare importanti processi quali I’apprendimento e la memoria (313).

Questo ruolo ha iniziato ad essere chiarito negli ultimi anni. Numerosi studi
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hanno dimostrato che il signaling di Notch assolve importanti funzioni nel
rimodellamento neuronale, come la crescita ed il mantenimento dei neuriti
(I’attivazione di Notch inibisce la crescita dei neuriti o ne causa la
retrazione, mentre la sua inibizione promuove [’estensione) e la
morfogenesi dendritica (I’attivazione di  Notch infatti inibisce
I’allungamento ma stimola la ramificazione dei dendriti), influenzando
I’espressione genica specificamente deputata (313).

Il signaling di Notch sembra inoltre coinvolto nelle regolazione della
plasticita sinaptica e dei processi a questa associati (ad esempio la LTP,
Long-term Potentiation) che garantiscono importanti funzioni del SNC,
quali apprendimento e la memoria. Tale collegamento ¢ suggerito dal
fatto che I’attivazione della cascata di traduzione del segnale di Notch
prevede un taglio proteolitico da parte della Presenilina-1, le cui mutazioni
sono associate con lo sviluppo di forme ereditarie di Malattia di Alzheimer
(Alzheimer’s Disease, AD) ad insorgenza precoce (314).

Numerosi gruppi di ricerca hanno poi studiato il possibile coinvolgimento
di Notch nelle malattie neurologiche e nella risposta del SNC ad un danno
inferto. I risultati ottenuti suggeriscono che il ruolo sia spesso complesso,
coinvolgendo molti diversi tipi cellulari (neuroni, cellule della glia, cellule
vascolari, linfociti) e determinando talvolta effetti contrastanti sul processo
patogenetico e sull’outcome finale. Un esempio € rappresentato dai processi
di ischemia-riperfusione che caratterizzano I’ictus ischemico. Durante la
fase ischemica, il signaling di Notch potenzia 1’apoptosi dei neuroni,
mentre nelle cellule della glia e nei leucociti pud esacerbare i processi

inflammatori che contribuiscono a loro volta in modo significativo alla
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morte neuronale, peggiorando cosi I’outcome dello stroke; al contrario,
I’attivazione di Notch nelle NSC e nei progenitori pud promuovere il
recupero del danno: le NSC adulte infatti sono stimolate ad incrementare la
proliferazione e successivamente a differenziare a neuroni maturi, che
vanno ad integrarsi nei circuiti neuronali nell’area del danno (313).

Appare poi ragionevole sostenere che il signaling di Notch possa essere
coinvolto anche nella genesi di processi patologici neuro-degenerativi, tra
cui il piu studiato ¢ certamente la AD, mentre le conoscenze sul
coinvolgimento nel Morbo di Parkinson, nella Sclerosi laterale amiotrofica
e nella Corea Di Huntington sono ancora molto scarse.

Esistono infine importanti dati a sostegno del coinvolgimento di Notch
anche nella progressione di alcuni tumori cerebrali. Data I’importanza del
signaling di Notch nello sviluppo del SNC sembra plausibile infatti
ipotizzare che questo regoli anche il comportamento delle cosi dette cellule
staminali tumorali (cancer stem cells, ovvero cellule dotate di self-renewal,
proprieta grazie alla quale danno origine sia ad altre staminali tumorali che
a cellule piu avanzate nella linea di differenziamento, e di tumorigenicita,
cio¢ della capacita di dare inizio alla formazione di un tumore quando
impiantate in ospiti immunocompromessi) e la progressione della malattia

(313).

Dal momento che I’elenco dei sistemi staminali tessuto-specifici influenzati nelle

loro funzioni da Notch si sta allungando, la definizione di questa via di segnalazione

come “the stem cell pathway” pud risultare forse esagerata, ma sicuramente

giustificata. Da quanto descritto emerge infatti chiaramente che la via di
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segnalazione di Notch appare per molti aspetti dotata delle caratteristiche ideali per
rappresentare il mezzo di comunicazione tra le cellule staminali e I’ambiente
circostante, che costituisce la nicchia staminale; € infatti altamente conservata dal
punto di vista evolutivo, la sua attivazione richiede il contatto diretto tra cellule
adiacenti ed ¢ in grado di influenzare il destino delle cellule in cui opera (265).
Costituisce pertanto un sistema in grado di fornire rapidamente alle cellule staminali
informazioni e stimoli provenienti dall’ambiente che le circonda, garantendo quel
livello di interazione e integrazione essenziale per la regolazione delle loro funzioni e
quindi dell’omeostasi del tessuto di cui fanno parte. Da cio si evince, inoltre, che la
via di segnalazione di Notch puo rappresentare un target interessante per mettere a
punto tecniche di manipolazione delle cellule staminali finalizzate al trattamento di

alcune patologie (202).

Quanto riferito a proposito dell’importanza e del ruolo pleiotropico di Notch nella
regolazione e nel funzionamento di molti sistemi staminali umani, in associazione
con la recente descrizione nel rene adulto di quello che pud essere definito un
“sistema renopoietico”, ha suggerito 1’opportunita di valutare la funzione di questa

via di segnalazione anche a livello renale.

96



2 MATERIALI E METODI

Pazienti

Sono state analizzate le sezioni di biopsie renali di quindici pazienti con diagnosi
clinica di nefrite lupica, e di dieci pazienti affetti da FSGS. Porzioni
macroscopicamente normali di tessuto renale sono state ottenute da otto pazienti
sottoposti a nefrectomia per carcinoma renale, in accordo con le raccomandazioni del
Comitato Etico dell’Azienda Ospedaliero-Universitaria Careggi, Firenze, sulla

sperimentazione umana.

Colture cellulari di progenitori renali umani e differenziamento in vitro

I progenitori renali umani sono stati ottenuti e posti in coltura come precedentemente
descritto (20) (21) (22) (157) (315). Per ottenere il differenziamento a podociti, le
cellule sono state trattate per 2 giorni con il mezzo di coltura VRADD, che ¢
composto da DMEM-F12 (Sigma, ST. Louis, MO) supplementato con FBS 10%
(Hyclone Laboratories, South Logan, UT), vitamina D3 100 nM, acido retinoico

tutto-trans 100 uM e desametasone 0.1 uM (tutto Sigma).

Saggi di proliferazione cellulare.

L’incorporazione di timidina triziata 3[H]-timidina ¢ stata valutata come
precedentemente descritto (316). Le cellule sono state esposte a differenti
concentrazioni dell’inibitore delle y-secretasi IX DAPT (Merck, KGaA, Darmstadt,
Germany).
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Infezione dei progenitori umani

NI1ICD (5275-7332 bp), N2ICD (5094-7413 bp) e N3ICD (4954-6996 bp) sono stati
amplificati mediante PCR dal cDNA ottenuto dai progenitori renali e quindi clonati
nel vettore lentivirale bicistronico pLVX-IRES-sGreenl (Clontech, Mountain View,
CA), che consente al gene di interesse ed alla proteina fluorescente ZsGreenl di
essere espressi contemporaneamente a partire da un singolo trascritto di mRNA.

Le particelle lentivirali sono state prodotte per co-transfezione dei lentivirus e di 3
vettori di packaging di terza generazione (pMD2.G, pRSV-Rev e pMDLg-pRRE)
nelle cellule Lenti-X 293T (Clontech). I titoli sono stati determinati dall’infezione
con cellule 293T e sono risultati compresi nel range da 0.2 a 2 x 10° particelle
infettive per ml.

I progenitori renali umani sono stati infettati con il surnatante contenente il virus con
multiplicity of infection (MOI) di 10 ed il medium EGM-MV fresco, in presenza di
polybrene 8 pg/mL (Sigma). I livelli di infezione sono stati valutati misurando le
percentuali di cellule ZsGreenl" tramite citofluorimetria. Tali percentuali variavano

dal 40 al 90%.

Sistema reporter RBP-J

Il plasmide reporter pGF1-Notch, che esprime la luciferasi di lucciola sotto il
controllo di RBP-J, ed il vettore vuoto di controllo sono stati ottenuti da System
Biosciences, SBI, California, USA. Le particelle lentivirali sono state prodotte come
precedentemente descritto ed i progenitori renali umani sono stati infettati con un

MOI di 30.
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Analisi del ciclo cellulare e dello staining PI/annessina V

L’analisi del ciclo cellulare ¢ stata eseguita come precedentemente descritto (316). I
dati sono stati analizzati con il software Modfit LT 3.0 (Verity Software House Inc.,
Topsham, ME). Le cellule apoptotiche e/o necrotiche sono state identificate tramite
un doppio staining sopravitale con annessina V e ioduro di propidio (PI) (BD
Biosciences, San Diego, CA). Le cellule sono quindi state analizzate con il

citofluorimetro BD LSRII (BD Biosciences) usando il software FACSDiva.

Immunofluorescenza e microscopia confocale

La microscopia confocale ¢ stata eseguita su sezioni di 5 pum di tessuti renali
congelati o su cellule in coltura, utilizzando il microscopio confocale LSMS510
META (Carl Zeiss, Jena, Germany), come precedentemente descritto (20) (21) (157).
Sono stati utilizzati 1 seguenti anticorpi primari: anti-Notchl pAb Vall744 (diretto
contro NICD), anti-Notch3 pAb (diretto contro NICD), anti-DI114 pAb (tutti Abcam,
Cambridge, UK); anti-Notch2 pAb (diretto contro NICD, Rockland, Gilbertsville,
PA); anti-Notchl pAb C-20 (diretto contro NICD), anti-Jagl pAb, anti-Jag2 pAb,
anti-nefrina pAb, anti-CD24 mAb (clone SN3), anti-WT1 mAb (clone F-6) (tutti
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA); anti-Hesl pAb (Chemicon, Temecula,
CA); anti-DIlI1 mAb (clone 251123, R&D Systems, Minneapolis, MN), ); anti-H3-
Serl0 mAb (anti-phospho hystone H3, Abcam); anti-Claudina-1 mAb (clone
2H10D10, Invitrogen); anti-H3-Ser10 pAb (Cell Signalling, Danvers, MA); anti-o-
tubulina mAb (clone B512, Sigma); anti-PDX mAb (clone 222328, R&D Systems);

anti-citocheratina mAb (CK, clone C-2562,Sigma). Lo staining con falloidina Alexa
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Fluor546 (Molecular Probes, Eugene, OR) ¢ stato eseguito secondo le istruzioni del
produttore. L’immunofluorescenza doppia ¢ stata eseguita come descritto. Gli

anticorpi secondari Alexa Fluor sono stati ottenuti da Molecular Probes.

Analisi della morfologia renale e quantificazione delle cellule positive per

nefrina e delle cellule mitotiche

Per D’analisi della morfologia renale murina, sono state valutate sezioni dello
spessore di 5 um di reni di topi trattati con DAPT e con il veicolo (olio di mais),
uccisi ai giorni 7 e 21. Allo scopo di quantificare il numero di podociti ¢ stata
eseguita una immunofluorescenza per il marker nefrina, mentre il numero di podociti
in mitosi ¢ stato valutato tramite la doppia immunofluorescenza per H3-Serl0 e
nefrina. Sono stati valutati 15 glomeruli in almeno 4 sezioni per ogni topo da due

operatori indipendenti.

Microscopia elettronica di trasmissione

Campioni di tessuto renale di circa 2 mm® ottenuti da 4 topi trattati con DAPT e da 4
trattati con il veicolo sono stati fissati con tetrossido di osmio e glutaraldeide, inclusi
in resina epossidica e processati per la microscopia elettronica a trasmissione (TEM).
Sezioni ultra-fini sono state ottenute utilizzando ’ultramicrotomo LKB-Nova (LKB,
Bromma, Sweden), contro-colorate con acetato di uranile e sub-nitrato di bismuto
alcalino ed esaminate tramite il microscopio elettronico a trasmissione JEM 1010

(Jeol, Tokyo, Japan) a 80 kV.
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RT-PCR quantitativa Real-Time

La RT-PCR Tag-Man ¢ stata eseguita come precedentemente descritto (317). La
quantificazione di Notchl, Notch2, Notch3, Notch4, DII1, D113, DIl4, Jagl, Jag2,
Hes1, Hes2, Hes3, Hes4, Hes5, Hes6, Hes7, Heyl, Hey2, HeyL, nefrina, p21, p27 e
Aurora kinase B ¢ stata eseguita utilizzando kit Assay on Demand (Applied

Biosystems, Warrington, UK).

Modello di nefropatia indotta da adriamicina in topi SCID

Gli esperimenti sugli animali sono stati condotti nel rispetto delle linee-guida
istituzionali, regionali e nazionali ed in accordo con il National Institutes of Health
Guide for the Care and Use of Laboratory Animals.

La nefropatia da adriamicina ¢ stata indotta in topi SCID femmina (Harlan, Udine,
Italy) all’eta di sei settimane attraverso una singola iniezione intravenosa di
adriamicina (6 mg/kg in PBS, Sigma) eseguita al giorno 0 nella vena della coda
(n=12) in un totale di tre esperimenti indipendenti. Come controllo, un altro gruppo
di topi (n=12) ha ricevuto PBS. La proteinuria ¢ stata valutata al giorno 0 e
successivamente ai giorni 7, 14, 21, 28, 35 e 42 nei topi SCID trattati sia con
adriamicina che con PBS. In ciascun esperimento, 28 ulteriori topi, trattati come
descritto precedentemente, sono stati uccisi ai giorni 0 (n=4), 7 (n=4), 14 (n=4), 21
(n=4), 28 (n=4), 35 (n=4), 42 (n=4) per ’analisi della morfologia renale e per
I’esecuzione dell’immunofluorescenza per Notch.

Per chiarire il ruolo della via di segnalazione di Notch nel danno podocitario e nella
rigenerazione glomerulare, un gruppo aggiuntivo di topi ha ricevuto un gavage orale
di DAPT (5 mg/kg in olio di mais, Calbiochem) o del veicolo (olio di mais) una volta
al giorno, per tutto il periodo compreso tra 2 giorni prima della data dell’iniezione di
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adriamicina fino alla fine dell’esperimento, come segue: gruppo 1, veicolo (n=15);
gruppo 2, DAPT (n=15), in un totale di tre esperimenti indipendenti. In ciascun
esperimento, 20 ulteriori topi trattati come descritto sopra sono stati sacrificati ai
giorni 7 (n=5), 14 (n=5), 21 (n=5), e 28 (n=5) dall’iniezione di adriamicina per
I’analisi della morfologia renale. L’albumina e la creatinina urinarie sono state
misurate nelle urine delle 24 ore con kit Albuwell M (Exocell, Philadelphia, PA) e

Creatinine Assay (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI).

Analisi statistica

I risultati sono stati espressi come media £SEM. Il confronto tra i due gruppi ¢ stato
eseguito con il test di Mann-Whitney, il test di Wilcoxon o tramite 1’analisi della
varianza per comparazioni multiple (ANOVA per ripetute misurazioni). P<0.05 ¢

stata considerata statisticamente significativa.
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3 RISULTATI

L’attivazione di Notch induce la proliferazione dei progenitori renali

Allo scopo di indagare il possibile ruolo della via di segnalazione di Notch nella
regolazione della crescita e del differenziamento dei progenitori renali, ¢ stato
innanzitutto esaminato il profilo di espressione dei ligandi e dei recettori di Notch,
sia a livello di mRNA che di proteina, in progenitori renali umani in coltura,
mediante RT-PCR quantitativa con metodica TagMan ed immunofluorescenza e
microscopia confocale, rispettivamente.

Le cellule in studio sono risultate positive per I’espressione dei recettori Notchl,
Notch2 e Notch3, mentre 1’espressione di Notch4 ¢ risultata non rilevante (Figura
16A-B). I livelli di espressione dell’'mRNA di Notch2 erano significativamente piu
elevati di quelli di Notch1 e Notch3 (P <0,05).

I ligandi di Notch (DII1, DII3, DIl4, Jagl e Jag2) sono risultati espressi dai
progenitori renali umani a differenti livelli di intensita: i piu alti livelli di espressione
sono risultati quelli di Jagl (P <0,05), mentre Jag2 ¢ risultato espresso a livelli
maggiori rispetto a DII1 and DIl4 (P<0.05; Figura 16C-D) e al contrario
I’espressione di DII3 ¢ risultata non valutabile (Figura 16C).

Dal momento che I’attivazione di Notch comporta la traslocazione nucleare del
frammento NICD e la sua conseguente associazione con le proteine leganti il DNA
della famiglia RBP-J, determinando in tal modo la de-repressione e/o 1’attivazione di
geni a valle, ¢ stata valutata anche 1’espressione delle proteine Notchl, Notch2 e

Notch3 all’interno del nucleo delle cellule utilizzando anticorpi specifici per la
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porzione NICD dei recettori: il riscontro del segnale relativo a tali molecole nel
nucleo cellulare ha suggerito che la via di segnalazione di Notch era attiva nella
maggior parte dei progenitori renali in coltura.

In accordo con tali dati, I’infezione di progenitori renali umani con un vettore
codificante per la luciferasi, il cui segnale ¢ determinato dall’attivita di RBP-J ha
indotto in tali cellule un’attivazione del reporter dipendente da RBP-J, confermando
ulteriormente la attivazione costitutiva della pathway di Notch in queste cellule
(Figura 16E).

Successivamente ¢ stato indagato il ruolo della via di segnalazione di Notch nella
regolazione della proliferazione dei progenitori renali. A tal fine, queste cellule sono
state esposte a differenti concentrazioni dell’inibitore delle y-secretasi DAPT, che
sopprime la segnalazione mediata da tutti 1 sottotipi recettoriali. 1 saggi di
incorporazione di *3[H]-timidina hanno mostrato che il trattamento dei progenitori
renali con DAPT ¢ in grado di indurre un’inibizione dose-dipendente della crescita
cellulare (Figura 16F), risultante in una riduzione del numero di progenitori renali
(Figura 16G). Una diminuzione dell’incorporazione di 33[H]-timidina ¢ indice di una
ridotta capacita delle cellule di sintetizzare DNA, la quale puo essere la conseguenza
o di una diminuzione della capacita proliferativa delle cellule, o di un aumento del
numero di cellule apoptotiche o necrotiche. Quindi, per verificare se I’effetto del
DAPT sull’incorporazione della *3[H]-timidina fosse dovuto ad una diminuzione
della proliferazione o ad un effetto tossico della molecola, la vitalita delle colture di
progenitori renali ¢ stata analizzata al citofluorimetro dopo marcatura combinata con
PI ed annessina V. La positivita per ’annessina V indica cellule apoptotiche, mentre
la doppia positivita per annessina V e PI € una caratteristica delle cellule necrotiche.

Utilizzando questo tipo di analisi abbiamo potuto dimostrare che la vitalita delle
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cellule trattate con DAPT 10 uM era comparabile con quella delle cellule non trattate
(94.6%=0.7 vs. 93.6%+0.9; NS), come dimostrato dall’analisi FACS della marcatura
combinata con PI e annessina V (Figura 16H), suggerendo pertanto che I’inibizione
della pathway di Notch non ¢ associata ad una riduzione della vitalita dei progenitori
renali.

Considerati complessivamente, questi dati dimostrano che 1’attivazione di Notch

induce la proliferazione dei progenitori renali umani.

La down-regulation di Notch non ¢é necessaria per il differenziamento dei

progenitori renali in podociti ma ¢ essenziale per la loro sopravvivenza

I progenitori renali umani costituiscono una popolazione multipotente capace di
differenziare verso il /ineage podocitario se posta in appositi mezzi di coltura, come
ad esempio VRADD. In accordo con quanto riferito in studi precedenti (22), il
differenziamento dei progenitori renali in podociti ¢ segnalato dall’acquisizione
dell’espressione di marcatori podocitari, tra i quali la nefrina ¢ considerata il piu
specifico (Figura 17A).

Il differenziamento dei progenitori renali in podociti ¢ risultato associato ad una
riduzione dell’espressione delle proteine Notch 1-3 (Figura 17B) e ad una down-
regulation dei geni target di Notch, Hesl ed Hes5 (Figura 17C). Concordemente, ¢
stata rilevata anche una diminuzione dell’attivazione del reporter RBP-J—dipendente
(Figura 17D). Il riscontro di una ridotta espressione dei soli geni target Hesl ed
Hes5, e non di altri, ¢ in accordo con osservazioni ottenute dallo studio di altre
popolazioni di cellule staminali/progenitori, nelle quali ¢ stato dimostrato che gli
effetti della pathway di Notch su proliferazione e differenziamento sono
specificamente mediate da Hes1 e/o Hes5 (291) (318) (319).
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In molti diversi sistemi staminali, I’inibizione della via di segnalazione di Notch ¢
associata al differenziamento dei progenitori in cellule mature. Allo scopo di valutare
I’esistenza di questa associazione anche nei progenitori renali umani, le cellule sono
state esposte a DAPT per 48 ore e ne ¢ stato successivamente valutato il profilo di
espressione, in particolare per quanto riguarda 1 marcatori di differenziamento
podocitario. Il trattamento con DAPT ha determinato I’inibizione della via di
segnalazione di Notch, come dimostrato dal decremento nei livelli di espressione
dell’mRNA di Hes1 (dati non mostrati), mentre 1’espressione del marker podocitario
nefrina non ¢ risultata influenzata dall’esposizione al DAPT (Figura 17E),
dimostrando quindi che la down-regulation della pathway di Notch non ¢ sufficiente
ad indurre il differenziamento dei progenitori renali a podociti.

Per valutare se pero la down-regulation della pathway in studio sia comunque
necessaria al raggiungimento di tale obiettivo, I’inibizione della via di segnalazione
di Notch, che dunque fisiologicamente caratterizza i progenitori che intraprendono il
differenziamento, ¢ stata contrastata mediante l’induzione di una segnalazione
sostenuta, ottenuta tramite 1’infezione dei progenitori renali con un lentivirus
ricombinante codificante per il dominio intracellulare NCID dei tre recettori Notchl,
2 e 3: NICID, N2CID o N3CID (Figura 18A). L’infezione delle cellule, e la
conseguente aumentata attivita della pathway di Notch, ha generato una up-
regulation della transattivazione di RBP-J (Figura 18B).

I progenitori infettati con i lentivirus codificanti gli NCID e la popolazione di
controllo, rappresentata dai progenitori infettati con il vettore vuoto (mock), sono
stati successivamente indotti a differenziare a podociti (Figura 18B). Il trattamento
con VRADD ha determinato un silenziamento pressoché completo della pathway di

Notch nei progenitori infettati con il mock, mentre ha prodotto solo minimi effetti
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nelle cellule infettate con NCID (Figura 18B). Il processo di differenziamento si ¢
svolto inoltre normalmente nei progenitori infettati con il mock, mentre ¢ risultato
fortemente perturbato in quelli infettati con NCID (Figura 18 C, D). Infatti, la
maggior parte dei progenitori renali infettati con NCID si staccava dalla piastra di
coltura e moriva durante il processo differenziativo a podociti. (Figura 18D). Cio
nonostante, al termine del differenziamento le poche cellule sopravvissute
esprimevano livelli di nefrina paragonabili a quelli della popolazione di controllo
(Figura 18C). Gli effetti riscontrati sono risultati indipendenti dal tipo di NICD
(Figura 18C, D) e dai livelli di transattivazione di RBP-J ottenuti.

In aggiunta a quanto descritto, ¢ stato dimostrato che un pressoché totale esaurimento
dell’attivita di Notch ¢ necessario per evitare la morte dei progenitori renali durante il
loro differenziamento a podociti. Infatti, nei progenitori indifferenziati un livello di
attivita di Notch costantemente elevato non aveva alcun effetto sulla sopravvivenza e
promuoveva la crescita di queste cellule, mentre si ¢ dimostrato incompatibile con il
loro differenziamento a podociti maturi, suggerendo che I’effetto dell’attivazione di
Notch nel promuovere la morte dei podociti sia specifico per il tipo cellulare e non
correlato con I’over-espressione di tale via di segnalazione.

Questi dati suggeriscono che lo spegnimento della via di segnalazione di Notch
durante il differenziamento non sia richiesto per 1’acquisizione del fenotipo di
podocita maturo da parte delle cellule progenitrici renali, ma ¢ tuttavia necessario per

evitare la morte dei podici gia differenziati.
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L’attivazione di Notch regola in modo diverso la progressione del ciclo cellulare

e I’arresto ai checkpoint nei progenitori renali e nei podociti

Allo scopo di studiare i meccanismi che sottendono i diversi effetti della via di
segnalazione di Notch sulla crescita/sopravvivenza dei progenitori renali umani,
prima e dopo il differenziamento a podociti, ¢ stata effettuata una valutazione della
distribuzione nel ciclo cellulare dei progenitori renali umani infettati con il mock e
con gli NCID, mantenuti in condizioni indifferenziate o indotti a differenziare a
podociti.

A tal fine, le cellule sono state sincronizzate tramite il distacco e la piastratura in un
medium di coltura basale, che subito dopo 1’adesione ¢ stato cambiato. I progenitori
sono stati mantenuti nel medium di base o, in alternativa, trattati con un medium per
il differenziamento a podocita. L’analisi della distribuzione del ciclo cellulare
condotta 48 ore dopo ha dimostrato che nei progenitori renali indifferenziati la
percentuale di cellule infettate con NCID che si trovava in fase S era
significativamente maggiore in confronto a quella riscontrata nelle cellule infettate
con il mock (36.5£2.7 vs. 19.8+£2.5, P<0.05; Figura 19A vs. 19B). Al contrario,
quando 1 progenitori renali infettati con il mock erano indotti a differenziare a
podociti, si osservava una loro sincronizzazione nella fase G2/M del ciclo cellulare
(30.8£6.5 vs. 8.7+2.6, P<0.05; Figura 19C vs. 19A). Questo risultato ¢ in accordo
con precedenti osservazioni (320) e suggerisce che i podociti differenziati, in
presenza di fattori promuoventi la crescita, si arrestano al checkpoint G2/M del ciclo
cellulare. Tuttavia, se i progenitori infettati con NICD erano indotti a differenziare in
podociti, si osservava una sostanziale riduzione del numero di cellule nella fase

G2/M del ciclo cellulare (11.7+1.9 vs. 30.8+6.5, P<0.05; Figura 19C vs. 19D) ed un
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concomitante loro significativo distacco dalla piastra. Un effetto sovrapponibile era
osservato indipendentemente dal tipo di NICD utilizzato per I’infezione.

Questi risultati suggeriscono che elevati livelli di attivazione del signaling di Notch
durante il differenziamento a podocita inducono il superamento del checkpoint G2/M
e promuovono la morte cellulare. A supporto di questa ipotesi, ¢ stata valutata,
tramite analisi FACS della marcatura combinata per PI e annessina V, la percentuale
di progenitori e podociti apoptotici e/o necrotici tra le cellule infettate con mock o
con NICD (Figura 19E-H). La percentuale di cellule morte ¢ stata analizzata
includendo le cellule adese e le cellule distaccate presenti nel surnatante. I
progenitori renali hanno mostrato una percentuale trascurabile di cellule morte,
indipendentemente dai livelli di espressione di Notch (Figura 19E-F). In contrasto,
dopo il differenziamento a podociti, I’espressione di NICD ha determinato un
aumento della percentuale di cellule morte nei progenitori infettati con NICD rispetto
a quelli infettati con il mock (5.1£0.9 vs. 21.142.1, P<0.05; Figura 19G vs. 19H),
suggerendo pertanto che un’attivazione sostenuta di Notch ¢ incompatibile con una
corretta progressione dei podociti attraverso le varie fasi della divisione mitotica.

Per chiarire meglio questo punto, ¢ stata effettuata una valutazione dell’aspetto
morfologico delle divisioni mitotiche nei progenitori renali prima e dopo il
differenziamento a podociti, utilizzando una doppia immunofluorescenza per 1’istone
H3-serinalO fosforilato (H3-Ser10), un marcatore di mitosi, e per la tubulina, un
componente del fuso mitotico. Nei progenitori renali infettati con il mock sono state
osservate mitosi normali, una struttura del citoscheletro conservata ed una normale
ploidia nucleare (Figura 191), non influenzate dall’infezione con NICD (Figura 19J).
Al contrario, a seguito del differenziamento a podociti, 1 progenitori infettati con

NICD mostravano la presenza di mitosi aberranti, cellule binucleate o micro-nucleate
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e un citoscheletro disgregato (Figura 19L) in confronto con i loro rispettivi controlli
infettati con il mock (Figura 19K).

Considerati nel complesso, questi risultati dimostrano che 1’attivazione di Notch
induce la progressione attraverso il ciclo cellulare e la proliferazione nei progenitori
renali umani, mentre nei podociti rappresenta uno stimolo in grado di indurre la
morte, che si verifica attraverso un processo noto come catastrofe mitotica.

Per assicurare la corretta progressione attraverso ogni fase del ciclo cellulare, le
cellule dispongono di una serie altamente organizzata di checkpoint, regolati da
specifiche protein-kinasi, tra cui si annoverano gli inibitori del ciclo cellulare
p21CPVWAEL o (57KIPL " cosi come i membri della famiglia Aurora kinasi B, che
riveste un ruolo cruciale nella regolazione dell’ingresso in mitosi e della
segregazione cromosomica, che garantiscono una corretta formazione delle cellule
figlie.

Per stabilire la ragione dei differenti effetti dell’attivazione di Notch sulla divisione
mitotica nei progenitori renali indifferenziati ed in quelli che hanno compiuto il
differenziamento a podociti, ¢ stata effettuata una valutazione del profilo di
espressione di entrambi i gruppi cellulari in studio, in particolare con misurazione dei
livelli di mRNA specifici dei regolatori del ciclo cellulare p21“P!WAF! po7Kiel ¢
Aurora kinasi B tramite RT-PCR quantitativa real time. L’infezione dei progenitori
renali con NICD risultava in un consistente aumento della trascrizione dell’ Aurora
kinasi B (P<0.05 vs. mock; Figura 19M), cosi come nella down-regulation
dell’inibitore del ciclo cellulare p27Kip ! (P<0.05 vs. mock; Figura 19N), che & uno dei
principali regolatori del checkpoint G1/S. Al contrario, il differenziamento dei
progenitori renali in podociti determinava una forte riduzione della trascrizione

dell’Aurora kinasi B (P<0.05 Figura 190 vs. mock in 19M) ed una up-regulation
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degli inibitori del ciclo cellulare p21“PYWAF! ¢ p27KP! (P<.05 Figura 19P vs. mock
in 19N), risultato concorde con I’incapacita dei podociti di dividersi e con il loro
arresto al checkpoint G2/M. Invece, nei podociti infettati con gli NICD si osservava
un livello di trascrizione degli inibitori del ciclo cellulare p21Cip VWAL o p27Kipl
ridotto rispetto ai podociti infettati con il mock (P<0.05 vs. mock; Figura 19P),
suggerendo che la progressione attraverso il ciclo cellulare non poteva essere
arrestata. Inoltre, in presenza dei bassi livelli di Aurora kinasi B riscontrati (P<0.05
vs. mock; Figura 190), le cellule non potevano assemblare un fuso mitotico
funzionale e pertanto superavano il checkpoint G2/M e progredivano in una mitosi
aberrante. Simili effetti si osservavano indipendentemente dal tipo di NICD utilizzato
e dai livelli di attivazione di Notch raggiunti.

Nel complesso questi dati dimostrano che 1’attivazione di Notch nei progenitori
renali umani indifferenziati determina un incremento dell’espressione di Aurora
kinasi B ed induce la progressione attraverso il ciclo cellulare e pertanto la divisione.
Al contrario, nei podociti maturi, che esprimono livelli trascurabili di Aurora kinasi
B, I’attivazione di Notch induce la progressione attraverso il ciclo cellulare in cellule
che non sono in grado di organizzare un fuso mitotico funzionale, provocando in tal

modo la loro morte per catastrofe mitotica.

Attivazione della via di segnalazione di Notch nei progenitori renali e nei
podociti in pazienti affetti da disordini glomerulari correlati al danno

podocitario

La valutazione dell’espressione dei componenti della via di segnalazione di Notch in
reni normali e patologici, ¢ stata effettuata eseguendo immunofluorescenze per

Notchl, Notch2 e Notch3 su reni umani normali o su biopsie renali di pazienti affetti
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da differenti tipi di disordini glomerulari caratterizzati da un danno podocitario
severo, come ad esempio quello della nefrite lupica o della FSGS (Figura 20). La
localizzazione di Notchl, Notch2 e Notch3 nei podociti o nei progenitori renali €
stata determinata utilizzando una immunofluorescenza combinata per podocalixina
(PDX), che marca fortemente i podociti e, anche se ad un livello inferiore, le cellule
endoteliali, o per il marcatore dei progenitori renali CD24. Per Notchl, Notch2 e
Notch3 sono stati utilizzati anticorpi che riconoscevano selettivamente il dominio
intracellulare del recettore, consentendo in tal modo 1’identificazione delle cellule in
cui la via di segnalazione di Notch era attivata. L’espressione di Notchl e Notch3 ¢
risultata pressoché non valutabile nei reni normali (Figura 20A-B), ma chiaramente
evidenziabile nel nucleo dei podociti dei glomeruli di pazienti affetti da nefrite lupica
o FSGS, come dimostrato dalla doppia marcatura con PDX (Figura 20D, F). Risultati
simili sono stati osservati anche per Notch2, nonostante questo recettore fosse
espresso a livelli piu bassi (dati non mostrati). Inoltre, Notch3 ¢ risultato espresso nel
nucleo dei progenitori renali della capsula di Bowman, come dimostrato dal co-
staining con CD24 (Figura 20G-H), mentre 1’espressione di Notchl ¢ stata rinvenuta
piu raramente (Figura 20E). In accordo con questi risultati, I’espressione di Hesl era
scarsa e limitata a poche cellule nel glomerulo dei reni sani (Figura 20C) mentre
risultava elevata nei podociti, cosi come nei progenitori renali, dei pazienti affetti da
nefrite lupica o FSGS (Figura 201-J).

Questi risultati dimostrano che la pathway di Notch ¢ attivata nei podociti cosi come
nei progenitori renali di pazienti con patologie caratterizzate da un danno podocitario
esteso, come le nefrite lupica o la FSGS, suggerendone un possibile coinvolgimento

nella patogenesi delle malattie glomerulari.
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L’inibizione di Notch regola differentemente il danno e la rigenerazione

podocitaria in topi affetti da FSGS

Al fine di valutare in vivo il ruolo della pathway di Notch nella regolazione delle
proprieta rigenerative dei progenitori renali a seguito del danno podocitario, ¢ stato
utilizzato un modello murino di danno renale cronico proteinurico, la nefropatia
indotta da adriamicina, considerata un analogo sperimentale della FSGS (7). Nella
nefropatia da adriamicina i linfociti T contribuiscono al danno renale ed ¢ noto che la
pathway di Notch svolge un ruolo cruciale anche nella regolazione della funzione di
queste cellule (7) (321): pertanto, per valutare il ruolo della via di segnalazione di
Notch nel danno e nella rigenerazione renali indipendentemente dall’interferenza dei
linfociti T, ¢ stato scelto di utilizzare come modello sperimentale il topo SCID.
Nonostante 1’assenza di linfociti T, i topi SCID trattati con adriamicina sviluppavano
modificazioni funzionali e istologiche comparabili con quelle dei topi
immunocompetenti, mostrando a 7 giorni dalla somministrazione del farmaco una
proteinuria significativa, che raggiungeva il picco tra il 14° e il 21° giorno e
successivamente decresceva, stabilizzandosi a livelli patologici dopo 28 giorni,
quando la glomerulosclerosi era gia sviluppata nella maggior parte dei glomeruli
(Figura 21A). In accordo con 1 risultati ottenuti nei tessuti umani, 1’attivazione di
Notch non era rinvenibile nei topi SCID sani (Figura 21B). Sette giorni dopo la
somministrazione di adriamicina si € osservata un’attivazione di Notch1 e Notch3 nei
podociti  glomerulari dei topi trattati, come dimostrato dalla doppia
immunofluorescenza per Notchl e Notch3 e per il marker podocitario WT1 (Figura
21B). Al contrario, 1 progenitori renali della capsula di Bowman erano raramente
marcati, come dimostrato dalla doppia immunofluorescenza per Notchl e Notch3 e

per il marker dei progenitori renali murini (150) (321) Cludina-1 o citocheratina
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(Figura 21B). Dopo 21 giorni, I’attivazione di Notchl e Notch3 ¢ risultata persistente
(Figura 21B). Ancor piu importante, una forte attivazione di Notch3 era osservabile
nei progenitori renali (Figura 21B), mentre il segnale relativo a Notchl era raramente
rinvenibile (Figura 21B).

Per valutare il ruolo della pathway di Notch nel danno renale e nella rigenerazione, i
topi SCID affetti da nefropatia da adriamicina sono stati trattati con DAPT o con il
suo veicolo. I topi con nefropatia da adriamicina mostravano livelli del rapporto
albumina/creatinina urinarie elevati e non influenzati dall’iniezione del veicolo
(Figura 22A). Al contrario, I’iniezione di DAPT induceva una riduzione della
proteinuria dopo 7 giorni di trattamento; tuttavia, in tempi successivi, 1 topi trattati
con DAPT hanno mostrato un rilevante peggioramento della proteinuria, come
evidenziato dai livelli significativamente piu elevati del rapporto albumina/creatinina
(Figura 22A). Curiosamente, gli effetti del DAPT erano maggiormente evidenti
quando la proteinuria risultava piu severa. Nel danno renale acuto (7° giorno), il
miglioramento della proteinuria indotto dall’iniezione di DAPT era associato con una
riduzione del danno glomerulare, dimostrata dalle colorazioni con acido periodico-
reattivo di Schiff (PAS) su sezioni di rene (Figura 22B). Inoltre, mentre nei topi
trattati con il veicolo si osservava una riduzione del numero di podociti, identificati
come cellule esprimenti la nefrina, presenti a livello glomerulare, nessuna differenza
era riscontrabile nei topi trattati con DAPT (Figura 22B). Nella doppia
immunofluorescenza con H3-Serl0 e Claudina-1 si evidenziavano soltanto pochi
progenitori proliferanti, suggerendo che la risposta rigenerativa di queste cellule non
fosse ancora avviata (Figura 22C). Al contrario, nei reni dei topi affetti da danno
cronico (21° giorno), il peggioramento della proteinuria indotto dall’iniezione di

DAPT era associato ad un danno glomerulare aumentato, come dimostrato dalle
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sezioni marcate con PAS, in confronto ai topi trattati con veicolo (Figura 22D). In
accordo, nei topi trattati con DAPT il numero di podociti risultava ridotto (Figura
22D), mentre in quelli trattati con il veicolo era significativamente aumentato ed
inoltre piu elevato di quello osservato negli stessi animali al giorno 7. Questi risultati
suggeriscono che al 21° giorno nei topi trattati col veicolo si erano rigenerati nuovi
podociti e che il danno podocitario era stato almeno in parte riparato (Figura 22D). In
accordo, la doppia immunofluorescenza per H3-Serl0 e per Claudina-1 eseguita al
21° giorno ha dimostrato la presenza di numerosi progenitori renali proliferanti nella
capsula di Bowman dei topi trattati con il veicolo (Figura 22E) suggerendo che era in
corso una risposta rigenerativa sostenuta da queste cellule. Straordinariamente, nei
topi trattati con DAPT si osservava una riduzione del numero di progenitori renali
proliferanti a livello della capsula in confronto ai topi trattati col veicolo (Figura
22E).

Per caratterizzare piu accuratamente la risposta al danno podocitario, ¢ stata eseguita
una doppia immunofluorescenza per H3-Ser10 e nefrina (Figura 22F). Nei topi affetti
da nefropatia da adriamicina era possibile osservare la presenza di alcuni podociti in
mitosi a tutti i tempi analizzati (Figura 22F); tuttavia, tali cellule sono risultate spesso
caratterizzate da un’alterata distribuzione del segnale H3-Serl0 e talvolta da
micro/multi nucleazione, suggerendo che stavano probabilmente effettuando una
mitosi anomala. Per verificare questa ipotesi ¢ stata eseguita una analisi in
microscopia elettronica, che ha confermato che i1 podociti proliferanti andavano
incontro a mitosi aberranti (Figura 22G). Per valutare la frequenza con cui questi
eventi si verificavano, ¢ stata eseguita una quantificazione del numero di mitosi
aberranti osservate nei podociti, a diversi intervalli temporali. Nei topi affetti da

nefropatia da adriamicina trattati con il veicolo si ¢ rilevata un’elevata frequenza di
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podociti in mitosi, in numero maggiore nelle fasi iniziali del processo
(3.1£0.3/glomerulo al giorno 7 vs. 2.3+0.2/glomerulo al giorno 21: P<0.05). Oltre il
70% delle figure mitotiche mostrava aberrazioni maggiori a tutti 1 tempi analizzati
(73.8£18.3% al giorno 7 vs. 71.5£14.1% al giorno 21: NS), consentendo di
confermare cosi che nel podocita la mitosi rappresenta un evento in grado di indurre
la morte cellulare. Il trattamento con DAPT riduceva il numero di mitosi nei podociti
(3.1+0.3/glomerulo vs. 1.440.3/glomerulo al giorno 7: P<0.05; 2.3+0.2/glomerulo
vs.1.1£0.3/glomerulo al giorno 21: P<0.05).

Nel loro complesso questi risultati suggeriscono che in modelli murini di FSGS
I’inibizione della pathway di Notch riduce la perdita dei podociti e quindi il danno
morfologico e funzionale del rene nelle fasi iniziali del danno podocitario, mentre al
contrario, durante la fase rigenerativa del danno glomerulare cronico, comporta un
decremento della proliferazione dei progenitori renali, peggiorando pertanto la

proteinuria e la glomerulosclerosi.
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Figura 16. Espressione e proprieta funzionali dei recettori e dei ligandi della
pathway di Notch nei progenitori renali umani.

(A) Livelli di mRNA per i recettori Notch valutati con RT-PCR quantitativa real-
time su progenitori renali in coltura. I risultati sono espressi come media + SEM di
esperimenti in triplicato condotti su colture primarie ottenute da cinque diversi
donatori. b vs. a, ¢ ed a vs. ¢: P<0.05. (B) Immunofluorescenza doppia per Notchl,
Notch2 o Notch3 (verde) e CD24 (rosso) in progenitori renali, valutata in

microscopia confocale. Topro-3 (blu) contro-colora il nucleo. E mostrato un

117



esperimento rappresentativo di sette esperimenti indipendenti. Barra 50 pm. (C)
Livelli di mRNA per i ligandi di Notch, valutati con RT-PCR quantitativa real-time
su progenitori renali in coltura. I risultati sono espressi come media = SEM di
esperimenti in triplicato condotti su colture primarie ottenute da cinque diversi
donatori. ¢ vs. a, b, d e d vs. a, b: P<0.05. (D) Immunofluorescenza doppia per DIl1,
DIll4, Jagl o Jag2 (verde) e CD24 (rosso) in progenitori renali, valutata in
microscopia confocale. Topro-3 (blu) contro-colora il nucleo. E mostrato un
esperimento come rappresentativo di sette esperimenti indipendenti. Barra 50 pum.
(E) Attivazione della pathway di Notch nei progenitori renali, valutata tramite
infezione con il vettore luciferasi responsivo a RBP-J. I risultati sono stati espressi
come media = SEM di unita di luciferasi in comparazione ai progenitori renali
infettati con il vettore vuoto, ottenute in nove esperimenti indipendenti (*P<0.05).
(F) Effetto della somministrazione di DAPT (0-50 uM) sulla capacita proliferativa di
progenitori renali, valutato mediante incorporazione di 3[H]-timidina. I risultati
rappresentano la media £+ SEM di quattro distinti esperimenti condotti su cellule
ottenute da cinque diversi donatori (*P<0.05). (G) Curve di crescita che mostrano
’effetto del trattamento con DAPT sul numero di progenitori renali. I risultati sono
espressi come media £ SEM del numero di cellule ottenute in quattro distinti
esperimenti condotti su cellule di cinque diversi donatori (*P<0.05). (H) Analisi
della vitalita di progenitori renali dopo il trattamento con DAPT, valutata al FACS
mediante doppia marcatura per annessina V e PL E mostrato un esperimento

rappresentativo di quattro condotti.
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Figura 17. Down-regulation della pathway di Notch durante il differenziamento
dei progenitori renali a podociti.

(A) Sinistra: livelli di mRNA per nefrina in progenitori renali prima e dopo la coltura
nel medium VRADD, valutati con RT-PCR quantitativa real-time. I risultati sono
espressi come media £+ SEM dell’incremento rispetto ai valori basali dei livelli di
mRNA per nefrina prima (control) e dopo 48 ore di coltura in VRADD, ottenuti in
quattro esperimenti separati. Destra: espressione della proteina nefrina (verde) in
progenitori renali, valutata con microscopia confocale prima (in alto) e dopo (in
basso) 48 ore di coltura in VRADD. Topro-3 contro-colora il nucleo. E mostrato un
esperimento rappresentativo di quatto condotti. Barra 50 pm. (B) Espressione
proteica di Notchl, Notch2 e Notch3 (verde), valutata con microscopia confocale in
cellule di controllo (in alto) e dopo 48 ore di coltura in VRADD (in basso). Topro-3
contro-colora il nucleo. E mostrato un esperimento rappresentativo di otto condotti.
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Barra 50 um. (C) Livelli di mRNA per i geni target di Notch in progenitori renali
prima (control) e dopo 48 ore di coltura in VRADD, valutat con RT-PCR
quantitativa real-time. I risultati sono espressi come media = SEM dei dati ottenuti in
sei esperimenti separati (*P<0.05). (D) Down-regulation dell’attivita della pathway
di Notch in progenitori renali a seguito del loro differenziamento a podociti, valutata
mediante I’infezione con un vettore reporter per I’elemento di risposta trascrizionale
RBP-J. I risultati sono espressi come media £+ SEM dei livelli di incremento
dell’attivita della luciferasi nella popolazione in studio rispetto ai progenitori infettati
con il vettore vuoto, ottenuti in otto esperimenti indipendenti (*P<0.05). (E) Effetto
del trattamento con DAPT sull’incremento dei livelli di mRNA per nefrina in
progenitori renali prima (control) e dopo 48 ore di coltura in VRADD. I risultati sono
espressi come media + SEM dell’incremento del livello basale ottenuto in quattro

esperimenti separati.
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Figura 18. La down-regulation di Notch ¢ necessaria per ottenere il
differenziamento dei progenitori renali umani a podociti.

(A) Espressione forzata della proteina Notch in progenitori renali come conseguenza
dell’infezione con un vettore che determina la contemporanea espressione di N1ICD,
N2ICD, o N3ICD e della proteina fluorescente Green fluorescent protein (GFP). Le
cellule infettate con il vettore vuoto (mock) esprimono la GFP ma non gli NICD.
Sono mostrate cellule non infettate come confronto. E mostrato un esperimento
rappresentativo di dieci condotti. (B) La down-regulation dell’attivita della pathway
di Notch durante il processo di differenziamento dei progenitori renali a podociti ¢
contrastata dall’infezione con i vettori codificanti per N1ICD, N2ICD o N3ICD,
come dimostrato dalla co-infezione con il vettore reporter per 1’elemento di risposta
trascrizionale RBP-J. I risultati sono espressi come media = SEM dei livelli di

incremento dell’attivita della luciferasi in progenitori renali co-infettati con il vettore
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reporter per RBP-J ed il vettore che esprime N1ICD, N2ICD o N3ICD, in confronto
alle cellule infettate con il vettore vuoto prima (control) o dopo il loro
differenziamento a podociti (VRADD), come ottenuto in almeno quattro esperimenti
indipendenti. b vs. a ,c, d, e, f, g, h: P<0.05;avs. c, e, g: P<0.05;avs.d, evs. f, eg
vs. h: NS. (C) Analisi dell’incremento dei livelli di mRNA per nefrina dopo coltura
in VRADD in progenitori renali infettati con il vettore vuoto (mock) e con il vettore
che esprime N1ICD, N2ICD o N3ICD. I risultati sono espressi come media = SEM
dei dati ottenuti in quattro diversi esperimenti. (D) Effetti dell’infezione con il
vettore vuoto e con quello che esprime N1ICD, N2ICD o N3ICD sul numero di
cellule dopo 48 ore di coltura in VRADD. I risultati sono espressi come media +

SEM di valutazioni in triplicato ottenute da quattro esperimenti separati (* P<0.05).
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Figura 19. Regolazione della progressione del ciclo cellulare, mitosi, morte

cellulare ed organizzazione del citoscheletro in progenitori renali umani infettati

con N3ICD prima e dopo il differenziamento a podociti.

(A-B) Analisi del ciclo cellulare effettuata su progenitori infettati con il vettore mock

(A) e con il vettore codificante per N3ICD (B). E mostrato un esperimento

rappresentativo di quattro condotti. (C-D) Analisi del ciclo cellulare condotta su
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progenitori infettati con il vettore mock (C) e con il vettore codificante per N3ICD
(D) dopo il differenziamento a podociti. E mostrato un esperimento rappresentativo
di quattro condotti. (E-F) Analisi FACS della apoptosi/necrosi in progenitori renali
infettati con il mock o con il vettore codificante per N3ICD, valutate attraverso lo
staining per annessina V e PI. E mostrato un esperimento rappresentativo di quattro
condotti. (G-H) Analisi FACS della apoptosi/necrosi in progenitori renali infettati
con il mock o con il vettore codificante per N3ICD dopo il differenziamento a
podociti, valutate attraverso lo staining per annessina V e PI, che rivela un
incremento della percentuale di cellule positive per PI/annessina V tra quelle infettate
con N3ICD. E mostrato un esperimento rappresentativo di quattro condotti. (I-J) In
alto: il segnale relativo a H3-Serl0 (rosso) e tubulina (blu) in progenitori renali
indifferenziati infettati con mock e con il vettore codificante per N3ICD evidenzia
mitosi normali. E mostrata una metafase rappresentativa per le cellule infettate con il
mock, mentre per le cellule infettate con il vettore codificante per N3ICD ¢ mostrata
una anafase rappresentativa. E illustrato un esperimento rappresentativo di sei
condotti. Barra 10 pm. In basso: segnale per falloidina (rosso) in progenitori renali
indifferenziati infettati con mock e con il vettore codificante per N3ICD. Topro-3
(blu) contro-colora il nucleo. E mostrato un esperimento rappresentativo di sei
condotti. Barra 50 um. (K-L) In alto: il segnale relativo a H3-Ser10 (rosso) e
tubulina (blu) in progenitori renali infettati con il vettore che esprime N3ICD (L)
dopo il loro differenziamento a podociti rivela mitosi aberranti, caratterizzate da
micro-/multi-nucleazione (rosso) ed anomala distribuzione del fuso mitotico (blu), in
confronto a quanto riscontrato nelle cellule infettate con il vettore vuoto (mock, K). E
mostrato un esperimento rappresentativo di sei condotti. Barra 10 um. In basso: il

segnale relativo alla falloidina (rosso) in progenitori renali infettati con il mock (K) e
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con il vettore codificante per N3ICD (L) dopo il loro differenziamento a podociti
rivela che nei podociti infettati con il mock 1 filamenti di F-actina sono distribuiti in
fasci di tensione lungo ’asse delle cellule, mentre nei podociti infettati con il vettore
codificante per N3ICD ¢ presente una ridistribuzione delle fibre di F-actina verso la
periferia delle cellule. Topro-3 (blu) contro-colora il nucleo. E mostrato un
esperimento rappresentativo di sei condotti. Barra 50 um. (M-N) Valutazione tramite
RT-PCR quantitativa real-time dell’espressione di mRNA per Aurora kinasi B (M),
p21CIPVWAEL o p27Kipl (N) in progenitori renali indifferenziati infettati con il mock e
con il vettore codificante per N3ICD. I risultati sono espressi come media + SEM di
valutazioni in triplicato condotte in sette esperimenti separati. (O-P) Valutazione
tramite RT-PCR quantitativa real-time dell’espressione di mRNA per Aurora kinasi
B (0), p21Cip1/WAF'1 e p27°"" (P) in progenitori renali dopo il loro differenziamento a
podociti. I risultati sono espressi come media + SEM di valutazioni in triplicato

condotte in sette esperimenti separati.
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Figura 20. Up-regulation dei componenti della via di segnalazione di Notch in
glomeruli di pazienti affetti da nefrite lupica o FSGS.

(A) Immunofluorescenza doppia per Notchl (verde) e CD24 (rosso) in reni umani
adulti sani. Barra 50 um. (B) Immunofluorescenza doppia per Notch3 (verde) e PDX
(rosso) in reni umani adulti sani. Barra 50 pm. (C) Immunofluorescenza doppia per
Hesl (verde) e PDX (rosso) in reni umani adulti sani. Barra 50 um. (D)
Immunofluorescenza doppia per Notchl (verde) e PDX (rosso) in reni umani adulti
di pazienti affetti da nefrite lupica. Barra 50 um. (d’) Alto ingrandimento di cellule
Notch1 PDX" nel fufi glomerulare. Barra 10 pm. (E) Immunofluorescenza doppia
per Notchl (verde) e CD24 (rosso) in un paziente affetto da FSGS. Barra 20 um. (F)
Immunofluorescenza doppia per Notch3 (verde) e PDX (rosso) in un paziente affetto
da nefrite lupica. Barra 50 um. (f?) Alto ingrandimento di cellule Notch3 " PDX" nel
tuft glomerulare. Barra 20 pm. (G) Immunofluorescenza doppia per Notch3 (verde) e
CD24 (rosso) in un paziente affetto da nefrite lupica. Barra 50 pm. (H)
Immunofluorescenza doppia per Notch3 (verde) e CD24 (rosso) in un paziente
affetto FSGS. Barra 20 pm. (I) Immunofluorescenza doppia per Hes1 (verde) e PDX
(rosso) in un paziente affetto da nefrite lupica. Barra 20 pm. (J) Immunofluorescenza
doppia per Hesl (verde) e CD24 (rosso) in un paziente affetto da nefrite lupica. Barra
50 um. (j°) Alto ingrandimento di progenitori renali Hes1'CD24". Barra 10 pm. La
microscopia confocale ¢ stata eseguita su otto reni umani di soggetti adulti sani e su
sezioni bioptiche ottenute da quindici pazienti affetti da nefrite lupica e dieci affetti
da FSGS. Sono mostrate alcune immagini rappresentative dei risultati ottenuti.

Topro-3 contro-colora il nucleo.
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Figura 21. Up-regulation dei componenti della via di segnalazione di Notch in
podociti e/o progenitori renali di topi SCID affetti da nefropatia da adriamicina.
(A) Valutazione dell’andamento  temporale dei valori del rapporto
albumina/creatinina urinarie in topi affetti da nefropatia da adriamicina (quadrati
neri) in confronto a topi trattati con PBS (cerchi rossi). I dati sono espressi come
media = SEM di tre esperimenti indipendenti (n= 12 topi ad ogni tempo per ogni
gruppo di trattamento). *P<0.05 (B) Immunofluorescenza doppia per Notchl (verde)
e Claudina-1 (Clal, rosso); Notchl (verde) e WTI1 (rosso); Notch3 (verde) e
citocheratina (CK, rosso); Notch3 (verde) e WT1 (rosso) in topi SCID affetti da
nefropatia da adriamicina a tempi diversi. Topro-3 contro-colora il nucleo (blu). E
mostrato un esperimento rappresentativo dei tre esperimenti indipendenti condotti su

un totale di dodici topi. Barra 20 um.
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Figura 22. L’inibizione di Notch regola differentemente I’equilibrio tra danno e
rigenerazione podocitaria in topi affetti da FSGS.

(A) Valutazione dell’andamento  temporale dei valori del rapporto
albumina/creatinina urinarie in topi affetti da nefropatia da adriamicina sottoposti al
trattamento quotidiano con il veicolo (cerchi rossi) o con DAPT (quadrati neri). I dati
sono espressi come media + SEM di tre esperimenti indipendenti (n= 15 topi ad ogni
tempo per ogni gruppo di trattamento). *P<0.05. (B) Sinistra: segnale PAS in sezioni
renali di topi affetti da nefropatia da adriamicina trattati con veicolo o con DAPT
dopo 7 giorni di trattamento. Barra 20um. Centro: il segnale relativo a nefrina
(verde) mostra una significativa deplezione di podociti nei topi trattati con il veicolo
in confronto a quelli trattati con DAPT. Topro-3 (blu) contro-colora il nucleo. Barra
20pm. Destra: quantificazione del numero di podociti (cellule positive per la
nefrina)/glomerulo. I dati sono espressi come media £+ SEM di tre esperimenti
indipendenti. a vs. b, a vs. ¢, e b vs. ¢; P<0.001. (C) Sinistra: I’immunofluorescenza
doppia per il marker di mitosi H3-Ser10 (verde) e per il marker dei progenitori renali
murini Clal (rosso) mostra 1’assenza di progenitori renali in mitosi dopo 7 giorni
dell’applicazione dell’insulto. Topro-3 (blu) contro-colora il nucleo. Barra 20pum.
Destra: quantificazione del numero di progenitori mitotici (cellule H3-
Ser10+Clal+)/sezione. 1 dati sono espressi come media £ SEM di tre esperimenti
indipendenti. (D) Sinistra: segnale PAS in sezioni renali di topi affetti da nefropatia
da adriamicina trattati con veicolo o con DAPT dopo 21 giorni di trattamento. Barra
20um. Centro: il segnale relativo a nefrina (verde) mostra un decremento nel numero
di podociti nei topi trattati con DAPT in confronto a quelli trattati con il veicolo.
Topro-3 (blu) contro-colora il nucleo. Barra 20um. Destra: quantificazione del

numero di podociti (cellule positive per la nefrina)/glomerulo. I dati sono espressi
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come media + SEM di tre esperimenti indipendenti. @ vs. d, a vs. e, b vs. d, e ¢ vs. e;
P<0.001. (E) Sinistra: I’immunofluorescenza doppia per H3-Ser10 (verde) e Clal
(rosso) mostra un numero di progenitori renali in mitosi significativamente maggiore
a 21 giorni dall’insulto nei topi trattati con il veicolo in confronto a quelli che hanno
ricevuto il DAPT. Topro-3 (blu) contro-colora il nucleo. Barra 20um. Destra:
quantificazione del numero di  progenitori  mitotici  (cellule  H3-
Ser10+Clal+)/sezione. 1 dati sono espressi come media £+ SEM di tre esperimenti
indipendenti. f'vs. g, fvs. h, e g vs. h; P<0.001. (F) Il segnale relativo a H3-Ser10
(verde) e nefrina (rosso) mostra la presenza di podociti mitotici con morfologia
nucleare anomala. Topro-3 (blu) contro-colora il nucleo. Barra 20um. E mostrata
un’immagine rappresentativa. (G) La microscopia elettronica rivela mitosi aberranti
(G’) La micrografia elettronica di podociti glomerulari in un topo affetto da
nefropatia da adriamicina mostra nuclei anormali ed un micro-nucleo (freccia),
compatibili con il processo della catastrofe mitotica. (G’’) L’alto ingrandimento di
G’ evidenzia meglio il micro-nucleo (freccia). (G’’’) Alto ingrandimento di un
nucleo etero-cromatico con un peculiare pattern di distribuzione simmetrica della
cromatina, suggestivo di una mitosi aberrante. (G’’>’) E mostrato un podocita

normale per il confronto. Barra 1 pm. Sono mostrate immagini rappresentative.
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4 DISCUSSIONE

I meccanismi molecolari che regolano la proliferazione, cosi come la determinazione
del destino differenziativo verso il /ineage podocitario nei progenitori renali umani
sono attualmente poco conosciuti. In questo lavoro si dimostra il ruolo della via di
segnalazione di Notch nella regolazione di entrambi questi processi.

Il primo risultato importante che emerge da questo studio ¢ che I’attivazione del
signaling di Notch ¢ in grado di indurre l’espansione dei progenitori renali,
promuovendo il loro ingresso nella fase S del ciclo cellulare e quindi la divisione
mitotica. Questo rappresenta la prima dimostrazione del coinvolgimento di una via di
segnalazione nel promuovere le capacita rigenerative delle cellule progenitrici renali.
Al contrario, un’attenuazione dell’attivita di Notch € stata osservata durante il
commitment dei progenitori verso il destino differenziativo podocitario. Tuttavia, la
down-regulation di Notch non ¢ né sufficiente né necessaria per 1’acquisizione del
fenotipo maturo; cid nonostante, la compromissione dell’attenuazione del signaling,
che normalmente accompagna il differenziamento dei progenitori a podociti,
conduce alla loro morte. Il processo di differenziamento, infatti, si ¢ dimostrato
associato all’arresto nella fase G2/M del ciclo cellulare ed all’attivazione dello
specifico checkpoint, riflettendo in tal modo la presenza nei podociti maturi di una
barriera intrinseca alla replicazione. L’attivazione persistente della via di
segnalazione di Notch induce i1 podociti ad oltrepassare il checkpoint G2/M,

determinando di conseguenza la distruzione del citoscheletro e la morte cellulare.
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Il ruolo centrale del podocita nella determinazione della sclerosi glomerulare ¢ stato
stabilito da tempo (14) (5) (1) (15) (10). Tuttavia, i meccanismi responsabili per la
perdita dei podociti in risposta ad un danno sono ancora oggi largamente sconosciuti.
A tal proposito sono state avanzate diverse ipotesi. Alcuni autori hanno suggerito che
la deplezione numerica e funzionale dei podociti possa essere imputata alla loro
morte per apoptosi o al loro distacco dalle strutture glomerulari di cui sono
costituenti fondamentali; tuttavia la mancata osservazione di podociti apoptotici in
molti disordini glomerulari noti conduce ad ipotizzare che debbano essere coinvolti
meccanismi di morte cellulare alternativi (10) (323) (13) (324).

In questo studio ¢ stata fornita la prima evidenza che il podocita pud morire
attraverso un meccanismo noto come ‘“‘catastrofe mitotica” in seguito all’attivazione
di Notch. La catastrofe mitotica ¢ una modalita di morte cellulare che si verifica
durante, o subito dopo, una mitosi non regolata o fallita, percio definita aberrante, in
quanto non porta a segregazione cromosomica e divisione cellulare, bensi alla
formazione di cellule non vitali, voluminose, contenenti molti nuclei ¢ frammenti di
cromosomi; pud essere accompagnata da alterazioni morfologiche che includono la
micro/multi-nucleazione, che rappresenta 1’unico elemento che consente di
distinguere la catastrofe mitotica sia dalla apoptosi che dalla necrosi (325) (326). E
comunque opportuno precisare che catastrofe mitotica ed apoptosi non sono
fenomeni mutuamente esclusivi, tanto che la catastrofe mitotica € spesso seguita da
apoptosi in cellule che dispongono dei meccanismi genetici € molecolari necessari
per attuarla (327) (328) (329).

Nonostante la catastrofe mitotica non fosse stata descritta in precedenza come un
meccanismo di morte podocitaria, esistono alcuni dati che suggeriscono la possibilita

che nei disordini glomerulari il podocita vada incontro a tale processo. Infatti la
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presenza di podociti multinucleati ¢ stata riportata come dato non specifico in
numerosi lavori sperimentali (330) (331) (332) (333), cosi come in alcune
glomerulopatie umane (334) (335) (336) (337).

I risultati del presente studio suggeriscono inoltre che il podocita sia in grado di
iniziare la sintesi del DNA, ma che non possa sostenere il processo di citodieresi e
quindi completare la mitosi. Infatti la divisione cellulare appare possibile soltanto per
1 progenitori renali, che mostrano una morfologia cuboidale/piatta ed
un’organizzazione architetturale del citoscheletro che consente loro la progressione
attraverso le diverse fasi della divisione mitotica, e quindi la proliferazione. Non
appena 1 progenitori renali iniziano il differenziamento ed acquisiscono 1’aspetto
morfologico octopus-like (tentacolare) caratteristico dei podociti maturi perdono la
capacita di moltiplicarsi. Infatti immediatamente a seguito dell’ingresso nel ciclo
cellulare, 1 podociti vanno incontro alla distruzione dell’organizzazione
specificamente strutturata del citoscheletro (338) (339) (340), ivi compreso il sistema
dell’actina, che ¢ essenziale per mantenere I’integrita e la permeabilita selettiva di
tali cellule.

Il differenziamento dei progenitori renali a podociti ¢ caratterizzato inoltre da un
incremento dell’espressione degli inibitori del ciclo cellulare p21< VWAF-L p27%P!
che contrastano la capacita delle cellule mature di progredire attraverso il ciclo
cellulare. La down-regulation di p21“P"VAF! ¢ p275P! indotta dall’attivazione di
Notch, infatti, forza la progressione verso la divisione mitotica di una cellula, il
podocita maturo, che non ¢ in grado di assemblare un fuso mitotico efficiente a causa
della scarsa espressione di Aurora kinasi B, che ¢ essenziale per questo obiettivo e

quindi, in definitiva, per la citodieresi.
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Considerati nel complesso questi dati suggeriscono che 1’ingresso in mitosi
rappresenti per il podocita terminalmente differenziato un evento trigger per la morte
cellulare, fornendo in tal modo anche una spiegazione dell’impossibilita, riscontrata
nella maggior parte delle malattie glomerulari croniche causa di ESRD, di sostituire,
attraverso la divisione cellulare di elementi adiacenti, i podociti danneggiati o persi a
seguito dell’applicazione di un insulto al glomerulo.

Tuttavia, anche disordini glomerulari caratterizzati da un danno podocitario esteso
possono andare incontro a regressione e remissione, suggerendo che la perdita di
podociti possa in qualche modo, comunque, essere recuperata (3) (341). La scoperta
dei progenitori renali (20), cosi come della loro capacita di rigenerare nuovi podociti
in seguito ad un danno inferto al glomerulo (22) (150), sono in accordo con
I’osservazione fornita in questo studio che 1’oufcome dei disordini glomerulari
dipende, in definitiva, dall’equilibrio che si instaura tra danno podocitario e
rigenerazione fornita dai progenitori renali.

Questi risultati sollevano perd alcuni interrogativi aggiuntivi. Ad esempio, quale
potrebbe essere lo stimolo che induce I’attivazione di Notch nei podociti e/o nei
progenitori? Studi precedenti hanno dimostrato che TGF-B (342) (343), che ¢
rilasciato in seguito al danno podocitario o all’esposizione alla proteinuria (344), ¢ un
potente attivatore della via di segnalazione di Notch, suggerendo che I’attivazione di
questa pathway possa rappresentare una risposta adattativa del glomerulo agli insulti
inferti alle cellule podocitarie.

Le valutazioni condotte su sezioni di tessuto renale di pazienti affetti da malattie
glomerulari croniche imputabili ad un danno podocitario hanno evidenziato una
consistente maggior espressione dei costituenti della via di segnalazione di Notch sia

nei podociti che nelle cellule progenitrici rispetto a quella rilevabile in reni di
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soggetti adulti sani, consentendo di ipotizzare che questo possa rappresentare un
meccanismo coinvolto, a vari livelli, nella patogenesi del danno.

Nonostante gli effetti biologici dei diversi recettori di Notch sembrino simili, ¢ stata
rinvenuta una differente espressione delle diverse sottoclassi recettoriali nei
progenitori renali di pazienti affetti da glomerulopatie croniche proteinuriche, quali
la nefrite lupica o la FSGS; in particolare, Notch3 rappresentava il recettore con
espressione piu elevata nei progenitori renali. Questi risultati suggeriscono che una
modulazione del danno e della rigenerazione potrebbe verificarsi attraverso la
segnalazione promossa da sottotipi recettoriali diversi. Indubbiamente, comunque,
sono necessari studi pit numerosi e approfonditi per chiarire questo punto.

Infine, I’inibizione della pathway di Notch in un modello murino di FSGS ha
determinato conseguenze differenti nelle due diverse fasi, acuta e cronica, del danno
renale: infatti, mentre nelle fasi immediatamente successive all’insulto glomerulare
era in grado di migliorare la morfologia e la funzione renale, successivamente si €
dimostrata responsabile di un significativo peggioramento della proteinuria e del
danno rilevabile istologicamente. Alla luce dei risultati ottenuti, questo risulta
imputabile al coinvolgimento, nelle diverse fasi del processo, delle due popolazioni,
quella dei podociti e delle cellule progenitrici, rispettivamente: mentre quindi nelle
fasi iniziali I’inibizione di Notch ¢ in grado di prevenire il complesso di eventi che
culmina con la morte cellulare dei podociti per catastrofe mitotica, nelle successive
fasi del processo contrasta il potenziale rigenerativo dei progenitori renali.

I risultatiottenuti in questo lavoro hanno fornito la spiegazione per le osservazioni di
due precedenti studi, che hanno utilizzato modelli sperimentali di topi transgenici per
ottenere un’attivazione specifica del signaling di Notch nella popolazione

podocitaria: in entrambi 1 casi, l’over-espressione di NI1ICD determinava
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I’insorgenza di un danno glomerulare cronico caratterizzato da albuminuria (343)
(345). Tuttavia, mentre in uno studio 1’espressione attiva e forzata di Notchl
induceva un incremento della morte podocitaria per apoptosi (343), nell’altro il
medesimo evento era associato all’induzione della proliferazione di cellule con un
fenotipo immaturo, ossia le cellule progenitrici renali, nell’ambito del glomerulo
(345). I risultati del nostro lavoro consentono di riconciliare queste osservazioni
apparentemente contrastanti. Infatti 1 due studi differiscono per il timing di
attivazione dell’espressione di Notchl, con la conseguenza che nello studio di
Niranjan e coll. 'up-regulation di Notch ¢ selettivamente ottenuta nei podociti
maturi (si tratta infatti di un modello di topo transgenico inducibile tramite la
somministrazione di doxiciclina, che viene eseguita a partire dalle quattro settimane
di eta), mentre nel lavoro di Waters e coll. ¢ costitutiva e pertanto riscontrabile anche
nella popolazione dei progenitori renali. La considerazione complessiva di questa
mole di dati suggerisce quindi che I’espressione attiva di Notch induce la morte in
podociti maturi, mentre ¢ in grado di indurre la proliferazione se attivata prima del
loro pieno differenziamento (346), ovvero nelle cellule progenitrici. Quest’ultima
considerazione, confermata anche dai risultati del presente studio, consente di
sostenere che nel lavoro di Waters e coll. (345) il danno podocitario, indotto
dall’attivazione di Notch nei podociti differenziati, sia stato almeno parzialmente
compensato dall’attivazione della medesima via di segnalazione anche nei
progenitori, spiegando in tal modo il riscontro di una proteinuria piu lieve e di una
perdita di funzionalita renale meno grave rispetto allo studio di Niranjan e coll.

(343).
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Considerati nel complesso, questi dati forniscono la prima dimostrazione che la
gravita delle malattie glomerulari dipende dall’equilibrio, regolato dalla pathway di
Notch, tra grado di danno e morte podocitari ed entita della rigenerazione
glomerulare fornita dalle cellule progenitrici renali, aprendo pertanto alla possibilita,
in precedenza del tutto non contemplabile, che in pazienti affetti da malattie
glomerulari tale equilibrio possa essere opportunamente manipolato per innescare o
potenziare 1 processi che conducono alla rigenerazione podocitaria e con questa, alla

remissione clinica ed alla regressione del danno renale.
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