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Abstract Tesi di Dottorato

Introduzione

La pneumonectomia su modello animale potrebbe essere un’utile piattaforma di studio
per approfondire i meccanismi della risposta compensatoria al danno polmonare. Scopo
dello studio ¢ determinare la presenza di variazioni morfologiche e di espressione del

trascrittoma dopo pneumonectomia.

Materiali e metodi

Undici suini sono stati sottoposti a pneumonectomia sinistra. Sono stati eseguiti prelievi
sito-specifici intraoperatori su polmone sinistro e successivamente confrontati con
prelievi sito-specifici su polmone destro dopo eutanasia a 60 giorni. I prelievi degli
animali con decorso regolare sono stati sottoposti a RNA-sequencing e successiva analisi

computazionale per valutare il peso funzionale del singolo gene o di clusters di geni.

Risultati

Un animale ¢ stato escluso per insorgenza di ernia diaframmatica. In 7/10 ¢ stata
riscontrata apertura della pleura mediastinica con parziale erniazione del polmone
controlaterale e shift mediastinico. L’istologia ha mostrato dilatazione degli spazi aerei,
rottura dei setti interalveolari, lieve inflammazione, assenza di fibrosi, stiramento radiale
dei bronchi e riduzione del letto capillare. L’analisi di bulk RNA-sequencing ha
identificato 553 geni espressi in modo differenziale (DEG)(P<0,001) tra pre e post-
pneumonectomia. I primi 10 DEG up-regolati: Ednl, Areg, Havcr2, Gadd45g, Deppl,
Cldn4, Atf3, Myc, Gadd45b, Socs3; i primi 10 geni down-regolati: Obscn, Cdkn2b,

ENSSSCG00000015738, Prrt2, Amerl, Flrt3, Efnb2, Tox3, Znf793, Znf365.



Tra i DEG ¢ stata riscontrata una predominanza di geni specifici dei macrofagi. L’analisi
di gene ontology basata su DAVID ha mostrato un significativo arricchimento della "via
di segnalazione apoptotica estrinseca"(FDR q=7,60x10 -3), della via di “Risposta
all’insulina”(FDR q=7,60x10 -3) ed un arricchimento di geni “Regolatori negativi del
segnale DDXS8/IFIH1”(FDR q=7.50x10 -4).

Conclusioni

Il presente studio conferma la presenza di variazioni macroscopiche e microscopiche
fenotipiche dopo pneumonectomia. L’RNA sequencing e lo studio di genomica
traslazionale hanno mostrato I’esistenza di geni singoli e di network di geni disregolati

dopo pneumonectomia, prevalentemente in determinate popolazioni cellulari.
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1. INTRODUZIONE

Il potenziale rigenerativo dei polmoni umani ¢ poco conosciuto. Sebbene una rigenerazione del
tessuto polmonare sia stata descritta in bambini dopo resezione polmonare maggiore, negli adulti
¢ un’evenienza rara. Nell’era della medicina rigenerativa e dei tessuti bioingegnerizzati, la
rigenerazione polmonare e la crescita compensatoria polmonare, sono di estremo interesse per i

possibili risvolti terapeutici nella ricerca applicata alle malattie degenerative polmonari.

1.1 Crescita polmonare compensatoria

La crescita polmonare compensatoria (CLG) ¢ definita dall'aumento assoluto della quantita di
tessuto polmonare funzionante in risposta a lesioni e/o malattie, con un impatto positivo sul
risultato funzionale [1].

La normale crescita polmonare consiste in due ampi processi:

1) Generazione di ulteriori scambi gassosi ed interfacce gassose

2) Rimodellamento delle componenti esistenti al fine di ottimizzare l'architettura tissutale e
facilitare lo scambio di gas.

Questa definizione evidenzia i seguenti concetti chiave.

a. In assenza di un aumento assoluto del tessuto polmonare funzionante, la comparsa di un
maggior contenuto di aria o la congestione capillare/riorganizzazione di componenti strutturali
non costituiscono una crescita polmonare compensatoria.

b. L’aumento di componenti tissutali che non migliorano la funzione dell'organo, come
I’inflammazione, la fibrosi e I’edema interstiziale, non costituiscono una crescita polmonare
compensatoria.

C. Poiché la crescita compensatoria comporta costi metabolici aggiuntivi ed altera
l'architettura esistente, puo svilupparsi una distorsione anatomica che puo portare a compromessi

struttura-funzione e ad una normalizzazione incompleta della funzione dell'organo [1,2].



1.2 Meccanismi alla base della crescita polmonare compensatoria

Sono diversi i meccanismi alla base del processo della CLG ed un grande numero di studi ¢ stato
condotto nel tempo, ciascuno dei quali, volto ad esplorare sempre piu nello specifico, singoli
tasselli di questo fenomeno estremamente complesso. E’ noto che forze meccaniche, cosi come
fattori circolanti, come il Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), il Basic Fibroblast Growth
Factor, I’Epithelial Growth Factor (EGF), il recettore dell’Eritropoietina ed il Sistema
neuroendocrino polmonare siano coinvolti nel processo della rigenerazione polmonare [1,3-7].
Il feedback meccanico tra il polmone e il torace costituisce sicuramente un segnale importante
che sostiene sia lo sviluppo polmonare post-natale sia la CLG post-pneumonectomia [8§].

Dopo pneumonectomia, 1’aumento dello stress meccanico e della tensione sul polmone residuo
inducono risposte adattative allo scopo di aumentare il trasporto dell’ossigeno. Tra queste [9]:

1) Reclutamento delle riserve alveolo-capillari

2) Rimodellamento del tessuto esistente

3) Crescita rigenerativa del tessuto acinare, quando lo stiramento supera la soglia critica.
Maromi e collaboratori hanno riscontrato, come, su modello animale murino, la somministrazione
di VEGF dopo pneumonectomia, accorci i tempi necessari a completare il processo di CLG (4 vs
10 giorni) e di come la somministrazione di 2 differenti inibitori dei recettori per il VEGF non
modifichi il risultato, suggerendo che il VEGF possa non essere I’unico fattore coinvolto nella
regolazione della CLG [6].

Altri studi hanno mostrato un incremento del mRNA codificante il VEGF durante la distensione
polmonare, quest’ultima, trigger noto per la neoalveolarizzazione [10].

L’espressione del recettore di EPO ¢ risultata inoltre aumentata nei polmoni di cani sia durante la
maturazione postnatale, sia durante la crescita polmonare compensatoria dopo pneumonectomia
[11]; in aggiunta, la sua iperepressione ¢ associata all’attivazione di Hypoxia inducible Factor

lalfa [7].



1.3 Riduzione del tessuto polmonare

In diversi modelli animali, una certa riduzione del tessuto polmonare, ¢ in grado di avviare una
crescita compensatoria del tessuto residuo, con lo scopo di ripristinare la massa, la struttura e le
normali funzioni. Questo processo di CLG ¢ qualitativamente simile nelle diverse specie, ma
differisce con il genere, 1’eta e lo stato ormonale [2].

Il modello di pneumonectomia come surrogato di ridotta funzione respiratoria, puo essere quindi
considerato un’utile piattaforma di studio.

L’asportazione di uno dei due polmoni, comporta infatti importanti variazioni anatomiche, con
conseguente aumento della capacita di diffusione dei gas del polmone restante. L'intero flusso
sanguigno ¢ rivolto al polmone residuo e si crea uno cavo, verso cui il mediastino si spinge.
L'asportazione di un polmone, stimola, nell'animale da esperimento, una crescita rigenerativa e
compensatoria del polmone residuo che cerca di ripristinare il volume, la massa, la funzione ¢ la
struttura della pregressa condizione fisiologica [12].

Sappiamo ancora poco sul potenziale rigenerativo del polmone residuo dopo pneumonectomia
nell'uomo. Sebbene siano stati riportati casi di marcata CLG in bambini dopo resezioni polmonari
maggiori, la CLG nell'adulto si manifesta in maniera minore e lo studio di questo fenomeno
potrebbe essere di estrema importanza per le possibili ricadute traslazionali nell’ambito delle
patologie polmonari croniche che determinano deterioramento della funzione respiratoria.

Il feedback meccanico tra polmone e gabbia toracica costituisce un segnale importante che
determina sia la maturazione polmonare post-natale sia la CLG post-pneumonectomia [8].

Dopo la pneumonectomia, 1'aumento dello stress e della tensione parietale nel polmone residuo

inducono le risposte adattative precedentemente nominate [1-9].

1.4 Variazioni anatomiche e funzionali dopo pneumonectomia

a) Variazioni anatomiche

Le variazioni radiologiche che notiamo dopo una pneumonectomia sono note. Subito dopo
l'intervento, trachea e mediastino sono in posizione mediana, il cavo vuoto ¢ riempito di aria e

puo essere presente del versamento. Entro le prime 24h, I'emidiaframma dello spazio post-



pneumonectomia (PPS) si rialza leggermente, il mediastino si spinge verso lo PPS e del liquido

sieroso si accumula gradualmente.

b) Variazioni funzionali

In condizioni fisiologiche, si attribuisce una funzione respiratoria del 55% al polmone di destra e
del 45% a quello di sinistra. Numerosi autori descrivono una riduzione della funzione polmonare
dopo pneumonectomia. I valori di riduzione possono dipendere da molteplici fattori, come la
funzionalita del polmone restante, 1'eta del paziente e la durata dell'intervento [13,14].

Sebbene il volume residuo diminuisca dopo l'intervento, esso diminuisce molto meno di quanto
atteso, come risultato dell’iperinsufflazione a carico del polmone restante [13]. Il volume
espiratorio forzato in 1 secondo e la capacita vitale forzata decrescono del 25-40%. La capacita
di diffusione polmonare, la PaO2 e la PaCO2 rimangono pressappoco invariati rispetto ai livelli
preoperatori [15,16].

I valori di pressione arteriosa polmonare, resistenza vascolare polmonare e pressione sistolica
ventricolare destra restano normali o leggermente aumentati, comunque possono aumentare in
modo importante con l'esercizio. Lo spazio morto pud diminuire o aumentare mentre il rapporto
spazio morto/Tidal volume aumenta. La VO2max dopo pneumonectomia puo diminuire di un
valore compreso tra il 17 e il 28% [16,17].

Fin dal 1892 ¢ noto, grazie a studi condotti su modello animale, che il polmone residuo dopo
pneumonectomia va incontro ad un aumento di volume, noto come “enfisema vicariante” [18]
che rappresenta una sovradistensione alveolare del polmone restante e non una sua distruzione
enfisematosa [9].

Pochi studi hanno evidenziato variazioni del ventricolo destro dopo resezione polmonare. Reed
dimostro una diminuzione del 20% della frazione di eiezione (FE) ventricolare destra e un 14%
di aumento del volume telediastolico ventricolare dopo resezione polmonare [19]. Queste
osservazioni furono confermate da Okada che dimostrd una diminuzione significativa della FE
del ventricolo destro ed una diminuzione della gittata cardiaca di destra in seconda giornata, senza

che vi fossero variazioni importanti di pressione arteriosa polmonare, pressione venosa centrale e



indice di resistenza vascolare polmonare [20]. Dedussero dunque che la variazione del post-carico

era la causa principale della diminuzione postoperatoria della FE ventricolare destra.

1.5. Valutazione della crescita polmonare compensatoria dopo pneumonectomia
sperimentale

La pneumonectomia si ¢ dimostrata essere un modello affidabile per caratterizzare in modo piu
dettagliato, meccanismi e limiti funzionali della CLG. Le resezioni polmonari iniziarono nel 1881,
quando fu dimostrato che il polmone restante si espandeva quasi a raggiungere la stessa
dimensione dei due polmoni. Gli studi di quel tempo, condotti su modello animale, stabilirono le
basi per estendere le loro implicazioni sull'uomo. Cohn nel 1939 noto che le tensioni meccaniche
costituivano uno stimolo maggiore nella crescita compensatoria del polmone restante dopo
lobectomia. Nel 1950 Schilling studio dettagliatamente il ben preservato stato funzionale in cani
che avevano subito resezioni polmonari [21]. Grandi progressi nella comprensione delle vie
molecolari della rigenerazione tissutale sono stati fatti usando topi transgenici e tecniche di
biologia molecolare [22-24].

Le cellule epiteliali alveolari nei topi sottoposti a pneumonectomia mostrano variazioni
metaboliche tipiche della crescita cellulare accelerata. Studi nei ratti hanno mostrato ipertrofia
degli pneumociti di tipo II e la proliferazione e differenziazione in pneumociti di tipo I
caratterizzanti la CLG, in modo simile alla precoce crescita polmonare postnatale ed alla
rigenerazione polmonare post-traumatica [25].

Nei piccoli animali, si € visto che la risposta compensatoria post pneumonectomia ¢ indipendente
dal numero dei lobi rimossi, mentre nei cani sembra che avvenga solo se la resezione polmonare
supera il 50% della massa totale polmonare. L’aumento del volume polmonare ¢ parallelo
all'aumento della crescita tissutale, che comunque risulta essere una crescita non uniforme [26,
27].

Lo sviluppo di sofisticati metodi morfometrici ha dimostrato che nuovi alveoli possono formarsi

dopo pneumonectomia [4, 23].



Anche le cellule staminali broncoalveolari sono state chiamate in causa: la loro proliferazione e
differenziazione in pneumociti di tipo I e II pud contribuire fino al 25% nel processo di
rigenerazione polmonare [28].

Alcuni autori hanno inoltre notato ’aumento in lunghezza ed in numero, delle diramazioni delle
arterie polmonari, proporzionale alla quantita di tessuto rimosso. Infatti, nel ratto, in caso di
bilobectomia (24% di tessuto rimosso) o trilobectomia (52% di tessuto rimosso), si verifica un
aumento del letto arterioso rispettivamente del 26% e del 47% [29]. Il VEGF nel modello murino
sperimentale, ¢ in grado di accelerare la risposta compensatoria [6]. Di contro, 1'uso sperimentale
di inibitori dell'angiogenesi come fumagallina e talidomide dopo pneumonectomia, induce un
aumento di peso e volume polmonare inferiore rispetto ai casi in cui non c’¢ utilizzo di questi
inibitori [30]. Nonostante siano stati condotti numerosissimi studi sperimentali sulla CLG, diverse
incognite restano su questo argomento. [ progressi scientifici e tecnologici potrebbero consentire
di riesplorare alcuni aspetti insoluti. Inoltre, le nuove tecnologie di sequenziamento del genoma,

suggeriscono la messa a punto di modelli sperimentali.



2. SCOPO DELLO STUDIO

Scopo del presente studio ¢ definire la risposta trascrizionale dell'intero genoma del polmone
suino alla pneumonectomia sperimentale.

La scelta dell'animale da esperimento ¢ ricaduta sul suino (Sus Scrofa Domesticus — razza
Landrace large white) in quanto fisiologia e morfologia di questo modello animale, consentono
di eseguire procedure chirurgiche del tutto simili a quelle eseguite sull’'uomo [31, 32].

Dopo analisi comparativa dell’espressione genica nel polmone asportato ed in quello rimanente,
¢ stata effettuata un’analisi computazionale, al fine di valutare il peso funzionale del singolo gene

o di clusters di geni up/down regolati.



3. MATERIALI E METODI

3.1 Dichiarazione

Le procedure di trattamento dell’animale sono state eseguite nel rispetto della dignita
dell’animale, riducendone, per quanto possibile, la sofferenza, con riferimento al D. Lgs. n. 116
del 27 Gennaio 1992 in attuazione della direttiva CEE n. 609/86.

Le procedure sperimentali hanno seguito scrupolosamente le linee guida riportate nel “Principles
of Laboratory Animal Care” della National Society for Medical Research del 2002 e quelle del

National Institute of Health (publication No. 55 — 123, rev. 1996) [33].

3.2 Scelta del modello animale, tecnica chirurgica ed anestesiologica

a) Scelta del modello animale

Undici animali da esperimento (Sus Scrofa Domesticus — razza landrace large white, 39+-4 kg)
sono stati trasferiti presso il centro sperimentale 5 giorni prima dell’intervento chirurgico, in modo
da consentime 1’adattamento alle nuove condizioni ambientali. Tutti gli animali sono stati
sottoposti a pneumonectomia sinistra con accesso toracotomico, in anestesia generale ed
intubazione oro-tracheale, con successivo svezzamento dalla ventilazione meccanica mediante

ventilazione non invasiva temporanea (Figura 1-2).

Figura 1: Posizione dell’animale durante 1’intervento chirurgico




Figura 2: Ventilazione non invasiva con casco subito dopo intervento chirurgico

L’intera procedura chirurgica ed il management peri-operatorio sono stati eseguiti secondo la
tecnica da noi precedentemente descritta [34, 35].

L'intervento chirurgico ¢ durato 120 +/- 40 minuti e sono state seguite tutte le regole acquisite
nell’esperienza chirurgica sull’uomo, al fine di minimizzare le differenze tra pneumonectomia in
campo clinico e pneumonectomia in campo sperimentale. Non ¢ stato mai applicato drenaggio
toracico ed il cavo pleurico post-pneumonectomia non ha subito ulteriori manipolazioni
successive alla procedura chirurgica in oggetto.

Dopo la pneumonectomia ed il risveglio, i soggetti operati sono stati trasferiti presso box singoli
ed ivi mantenuti per 60 giorni. Gli animali, nel loro ricovero, hanno avuto liberta di movimento,
acqua ad libitum, alimentazione omogenea ¢ bilanciata una volta al giorno e valutazione medico-
veterinaria due volte al giorno. Ogni possibile limitazione ai bisogni fisiologici e comportamentali

dell'animale ¢ stata ridotta al minimo.
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Le condizioni cliniche sono state monitorate in modo da rilevare un eventuale stato di malessere
dell'animale.

Tutti 1 soggetti che hanno presentato un qualsiasi evento non regolare nel post-operatorio (febbre
a partire dalla seconda giornata post-operatoria, tosse, prostrazione, inappetenza) anche se
minimi, sono stati esclusi. I suini sono stati successivamente sacrificati mediante protocollo
indolore a 60 giorni dall’intervento chirurgico e la carcassa ¢ stata oggetto di autopsia. La
valutazione post-mortem dei reperti anatomici macroscopici ¢ stata eseguita dallo stesso gruppo
di ricercatori che ha effettuato 1’intervento chirurgico, mentre le valutazioni morfologiche
microscopiche sono state eseguite dall’anatomo-patologo. Sono state quindi segnalate variazioni
anatomiche indotte dalla pneumonectomia (iperinsufflazione del polmone residuo, alterazioni
macroscopiche dell'apparato cardiovascolare etc.) e sono stati raccolti campioni sito-specifici da
inviare per esame istologico e di biologia molecolare per valutazione del profilo di espressione

genica (RNA-seq, next generation sequencing).

b) Tecnica chirurgica

La procedura chirurgica eseguita, ¢ stata fedelmente riprodotta secondo il protocollo descritto e
sviluppato nella nostra precedente esperienza in campo sperimentale [34,35].

Dopo sedazione ed induzione dell’anestesia generale, 'animale ¢ stato posizionato in decubito
laterale destro, ed ¢ stata eseguita un'accurata disinfezione della cute.

L’incisione chirurgica, lunga 1742 cm, segue una direzione che dal I capezzolo si porta
posteriormente fino all'angolo della scapola e da qui si flette postero-cranialmente circondando la
scapola per non piu di 5 cm di lunghezza.

Il cavo pleurico ¢ stato aperto sul 7° spazio intercostale.

Dopo interruzione del legamento polmonare e dissezione ilare si ¢ proceduto alla preparazione
delle vene polmonari (una anteriore ed una posteriore), che rappresentano il piano piu superficiale
nella visione anteriore del mediastino. Successivamente, si ¢ proseguito con la preparazione

dell'arteria polmonare, che decorre profondamente nel mediastino ed ¢ identificabile nella
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porzione superiore dell'ilo, e quindi con I’isolamento del bronco principale. I suddetti elementi,

sono stati quindi legati e sezionati (Figura 3 A-B-C-D).

Figura 3: Immagini intraoperatorie. A: identificazione delle vene polmonari; B-C

identificazione ed isolamento dell’arteria polmonare; D: isolamento del bronco principale.

Dopo esecuzione del test di tenuta bronchiale, la cavita toracica ¢ stata chiusa senza posizionare

tubi di drenaggio.

) Procedura anestesiologica

Per ridurre al minimo lo stress psico-fisico degli animali, ¢ stata eseguita sedazione con
tiletamina-zolazepam (6mg/kg) e metadone (0,2mg/Kg) IM. Dopo circa 5 minuti entrambe le
vene auricolari sono state cateterizzate e attraverso una maschera facciale ¢ stata eseguita pre-

ossigenazione per 10 minuti ad un flusso 5L/min. L'anestesia ¢ stata indotta con 2-4mg/Kg di

12



Propofol EV, I'animale ¢ stato quindi intubato e connesso al ventilatore meccanico con successiva
somministrazione di 2mg/kg di Carprofene IM.

Il mantenimento dell'anestesia & stato regolato mediante Sevoflurane (2,4-3%) in O2 (50-
100mL/Kg/min). Durante tutto l'intervento sono stati somministrati Sulfentanil (0,5mg/Kg/min)
e Ringer Lattato (10 mL/Kg/min). Prima dell'apertura della cavita toracica ¢ stato eseguito un
blocco intercostale con Levobupivacaina 0,5% al dosaggio di 1mg/kg. Inoltre, il monitoraggio
invasivo dei valori pressori arteriosi, ¢ stato ottenuto mediante incannulazione dell'arteria
femorale destra.

Frequenza cardiaca e respiratoria, pressioni arteriose indirette, temperatura ed emogasanalisi
arteriosa, sono stati monitorati per tutta la durata della procedura chirurgica.

Chiusa la parete toracica, l'animale ¢ stato svezzato dalla ventilazione meccanica, ed estubato al
ripristino del riflesso della deglutizione. Successivamente ¢ stata praticata, per circa 3 ore,
ventilazione non invasiva a mezzo di un casco (CaStar CPAP Hood, large - Fig. 7) con flusso di
02 settato a 10L/min e frazione di O2 inspirato pari a 0,4 (Fi02), previa sedazione dell’animale
con infusione continua di Propofol (0,1-0,2 mg/kg/min). Ciascun animale ¢ stato successivamente
trasferito nel box di degenza, per monitoraggio continuo per le prime 12 ore. Al momento del
sacrificio ogni possibile sofferenza per 1’animale ¢ stata evitata mediante premedicazione con
sedativi. Per l'eutanasia ¢ stata utilizzata una miscela composta da: Embutramide 200 mg/kg;

Mebenzonio loduro 50 mg/kg; Tetracaina cloridrato 5 mg/kg.

3.3 Valutazioni fenotipiche e dell’espressione genica

In sede chirurgica (giorno 0), sono stati eseguiti prelievi di tessuto polmonare, allo scopo di
realizzare valutazioni morfologiche del fenotipo polmonare sinistro, assunta come condizione
fisiologica di partenza. Il prelievo, sito-specifico, ¢ avvenuto nel segmento dorsale del lobo
caudale (centrale, facile da riconoscere, scarsamente soggetto a variazioni anatomiche e
perpendicolare all’ilo polmonare) subito dopo I’esecuzione della pneumonectomia sinistra.
Alcuni frammenti di tessuto polmonare sono stati trattati per eseguire valutazioni istologiche; altri

sono stati conservati per essere sottoposti a valutazione dell’espressione genica. Dopo il percorso
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post-operatorio, ogni suino ¢ stato sacrificato (giorno 60) in maniera indolore (sedazione in sala
operatoria, induzione dell’anestesia generale e successiva eutanasia).

Sulla carcassa ¢ stata effettuata autopsia con analisi del fenotipo macroscopico in reazione alla
pneumonectomia (fenotipo reattivo). Sul polmone destro (il rimanente), sono stati eseguiti
prelievi di tessuto in sede specifica (stesso lobo, stesso segmento dove erano stati eseguiti i
prelievi polmonari sul polmone sinistro). I prelievi eseguiti sul polmone destro sono stati allestiti
per eseguire le stesse valutazioni eseguite sul sinistro, al fine di valutare 1’eventuale presenza di
variazioni morfologiche (volume aereo, vascolarizzazione, numero di vasi, diastanza tra i vasi
sanguigni e loro calibro, distanza tra i setti, spessore degli strati cellulari, cellularita e stretching
radiale) insorte dopo 60 giorni di vita monopolmonare.

E’ stata eseguita un’ analisi istologica comparativa di natura unicamente descrittiva. La
valutazione ¢ stata sempre eseguita dallo stesso anatomopatologo, sia per i campioni allestiti dal
polmone sinistro, sia per quelli allestiti dal polmone destro. Al patologo ¢ stato chiesto di riportare
una differenza comparativa in caso di delta di almeno il 30% tra i due campioni. Nessuna

valutazione quantitativa dei cambiamenti morfologici ¢ stata eseguita.

3.4 Isolamento dell'RNA, costruzione di librerie e sequenziamento

L'RNA totale ¢ stato estratto dai tessuti congelati dopo lo scongelamento e l'omogeneizzazione
con IKA Ultra-Turrax e QIAzol Lysis Reagent. L'RNA ¢ stato estratto con il metodo del fenolo
cloroformio. Dalla fase acquosa, I'RNA ¢ stato purificato automaticamente da BioRobot EZ1
utilizzando il kit EZ1 RNA Universal Tissue secondo le istruzioni del produttore (Qiagen S.p.A.,
Milano, Italia). L'RNA ¢ stato eluito in 50 pl di acqua priva di RNasi e conservato a -80°C fino
al momento dell'uso. L'RNA totale estratto dai campioni ¢ stato preparato secondo il kit di
preparazione del campione Illumina TruSeq RNA. Pertanto, ogni campione ¢ stato indicizzato,
raggruppato per 10 e sequenziato su una singola corsia di Illumina Flow Cell PE v3 (Illumina
Inc., CA, USA). 1l sequenziamento ¢ stato eseguito su [llumina HiSeq1500 con chimica TruSeq

SBS (200 cicli), generando 2x100 letture Paired-Ends.
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3.5 Elaborazione dei dati di sequenziamento grezzi e allineamento delle letture

I dati di sequenziamento grezzi sono stati elaborati utilizzando CASAVA v1.8 ¢ le analisi
bioinformatiche sono state eseguite tramite il pacchetto Bioconductor su R. Il controllo di qualita
¢ stato effettuato con FastQC [36]. Sono state eseguite analisi per sequenza e per base per filtrare
le letture secondo i seguenti criteri: distribuzione della lettura in sequenza = 75 bp; copertura del
100% in tutte le basi; contenuto di GC ~50%, ~25% di A, T; contributi nucleotidici G e C;
contenuto di basi ambiguo < 0,1% e punteggio Phred superiore a 30 (ovvero, accuratezza
dell'identificazione delle basi maggiore del 99,9%). Le letture di brevi sequenze sono state
assemblate, mappate e annotate utilizzando come modello, il genoma di riferimento piu recente
del maiale (Sscrofall.1/susScrl1). La matrice di conteggio delle letture ¢ stata ottenuta contando
il numero di letture mappate su un gene specifico in base al set di geni per ciascun campione. Le

letture multimappa sono state scartate.

3.6 Analisi dei geni espressi in maniera differenziale (DEG)

I dati sono stati normalizzati mediante una trasformazione logaritmica regolarizzata. E stata
condotta un'analisi delle componenti principali (PCA) per determinare la somiglianza dei
campioni tra le due condizioni. I DEG sono stati identificati utilizzando il pacchetto DESeq2,
applicando la funzione DESeq e trattando i due gruppi, pre e post-pneumonectomia, come spaiati,
senza aggiustamento per covariate. [ valori p risultanti sono stati aggiustati tramite il metodo di
correzione di Benjamini-Hochberg (False Discovery Rate) ed ¢ stata utilizzata una soglia per
selezionare i geni statisticamente piu significativi (p<0,001). Quindj, i geni risultanti, sono stati

ordinati in base al loro valore di variazione.

3.7 Citometria digitale da dati bulk RNA-Seq e identificazione di modelli di espressione
genica specifici del tipo di cellula

La stima dell'abbondanza cellulare e dei modelli di espressione genica specifici del tipo cellulare
dai dati bulk RNA-Seq, sono stati eseguiti utilizzando scSorter [37] ¢ CIBERSORTx [38].

scSorter ¢ stato utilizzato per etichettare ogni cellula inclusa nel set di dati di sequenziamento
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dell'RNA a cellula singola (scRNA) del polmone di maiale adulto considerato come riferimento,
secondo i 38 marcatori di espressione specifici delle cellule riportati da Zhang [39].
CIBERSORTxX ha permesso la creazione della matrice identificativa della sequenza scRNA-Seq
su cui sono state identificate le frazioni cellulari e i modelli di espressione genica specifici del
tipo cellulare dai dati bulk RNA-Seq. Le differenze nelle frazioni cellulari tra i gruppi pre e post-
pneumonectomia sono state testate con il test di Kruskal-Wallis, fissando il livello di

significativita statistica a P<0,05 (a due code).

3.8 Analisi funzionale dell'ontologia genica e reti di interazione

L'ontologia genica e 'analisi della rete di interazione sono state eseguite sui principali geni up e
down-regolati, selezionati calcolando il 10° e il 90° percentile della distribuzione della variazione
di espressione nell'intero set di geni espressi. Questi due sottoinsiemi di geni sono stati utilizzati
per ricostruire le reti di interazione up e down-regolate, interrogando il database String e
selezionando "Sus scrofa" come organismo di riferimento per recuperare le informazioni sulle
interazioni [40]. Poiché String ¢ un database di rete di associazione proteina-proteina, i geni di
input sono stati mappati automaticamente nelle proteine associate. L'analisi dell'annotazione
funzionale ¢ stata eseguita utilizzando DAVID Bioinformatics Resources, utilizzando I'intero
"Sus scrofa" come background genetico [41]. L'algoritmo ModulLand (¢ stato utilizzato per
identificare i1 cluster di nodi nei network [42]. ModuLand ¢ implementato come plug-in di
Cytoscape, una piattaforma bioinformatica open-source per l'analisi di dati sperimentali e
l'integrazione di modelli di network biomolecolari [43]. Inoltre, questo algoritmo identifica i nodi

chiave che collegano due o piu network di geni e manifesta la funzione dell'intero network.
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4. RISULTATI

Undici suini sono stati sottoposti a pneumonectomia sinistra. Tutti hanno concluso il periodo di
osservazione di 60 giorni, eccetto uno (sviluppo di ernia diaframmatica). Cinque soggetti hanno
completato il follow-up clinico senza complicanze respiratorie e sistemiche e senza evidenza di
turbe comportamentali e dell’accrescimento. L’RNA-seq ¢ stato eseguito solo negli animali che
hanno avuto un decorso post-operatorio completamente regolare (N=5). I restanti 5 soggetti, sono

stati esclusi.

4.1 Anatomia patologica macroscopica e microscopica

La valutazione anatomo-patologica macroscopica, ha mostrato un notevole incremento
volumetrico del polmone residuo, sino a occupazione di tutto lo spazio toracico disponibile.
All'autopsia, 1'ispezione della cavita toracica ha mostrato la presenza di shift mediastinico in tutti
i suini. Il cavo pleurico sinistro era quasi del tutto occupato da liquido giallastro (intervallo: 140-
380 ml, mediana: 200 ml, media: 226 ml), con obliterazione pressoche¢ totale.

Il versamento pleurico formatosi dopo la pneumonectomia risultava presente in 3/10 casi.

In 7 casi ¢ stato evidenziato shift mediastinico verso il cavo residuo, apertura della pleura
mediastinica, trasferimento di parte del polmone destro nel cavo pleurico post-pneumonectomia

ed occupazione del cavo da parte del polmone rimanente. (Figura 4 A-B).

Figura 4: A: erniazione del lobo inferiore destro nel cavo sinistro post-pneumonectomia, con
apertura della pleura sinistra. B: sconfinamento del lobo inferiore destro verso 1’emitorace sinistro

mediante apertura della pleura mediastinica e shift del mediastino a sinistra.
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Morfologicamente il lobo inferiore risultava di maggiori dimensioni rispetto al superiore. Non ¢
masi stato riscontrato versamento pericardico; in 2/10 casi ¢ stata riscontrata ascite. L’erniazione
lobare controlaterale ¢ stata riportata sempre a carico del lobo inferiore con 1’eccezione del suino
n° 7 dove invece coinvolgeva i segmenti piu caudali del lobo superiore. La prevalente erniazione
dei lobi inferiori, sembra essere dovuta alla minore resistenza che il mediastino offre nelle sedi
caudali. Infatti, durante [’esecuzione della pneumonectomia, il lobo polmonare inferiore
controlaterale risulta sempre visibile. Il cuore ed i grandi vasi sono risultati essere di normali
dimensioni.

L'analisi istologica ha mostrato una variazione rilevante nell'architettura del tessuto tra il polmone

rimosso e quello rimanente. (Figura 5 A- B-C-D; Figura 6 A-B-C-D)

Figura S: A: vetrino allestito da prelievo intraoperatorio lobo superiore polmone sinistro: normale
condizione istologica polmonare; B: vetrino allestito da prelievo autoptico lobo superiore
polmone destro 60 giorni dopo vita monopolmonare. Presente rottura dei setti interalveolari,
aumento del rapporto ventilazione/perfusione, aumento degli spazi aerei, riduzione della
capillarita con effetto “spazio morto”; C: vetrino allestito da prelievo intraoperatorio lobo
superiore polmone sinistro visto ad un ingrandimento minore; D: vetrino allestito da prelievo
autoptico lobo superiore polmone destro 60 giorni dopo vita monopolmonare visto ad un

ingrandimento minore.
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Figura 6: A-B: vetrino allestito da prelievo intraoperatorio (A) e autoptico (B). Evidenza in B di
importante dilatazione degli spazi aerei in sede subpleurica. C-D: vetrino allestito da prelievo
intraoperatorio (A) e autoptico (B). Evidenza in A di margini bronchiali frastagliati e sinuosi con
3-4-5 file di cellule epiteliali bronchiali. Evidenza in D di “effetto bronchiale”. Tensione parietale
¢ crescita polmonare compensatoria inducono uno stiramento della parete bronchiale con

acquisizione di margini circolari/ovaloidi e riduzione della cellularita dell’epitelio bronchiale.

L’analisi istologica del polmone rimanente dopo pneumonectomia sinistra ha mostrato sei

caratteristiche principali:

L. Dilatazione degli spazi aerei distali in particolare nella zona subpleurica;

2. Rottura dei setti interalveolari;

3. Assenza di fibrosi e scarsa inflammazione;

4. Dilatazione degli spazi aerei alla periferia dei lobuli polmonari secondari, con comparsa

di "enfisema vicariante", ovvero il tentativo del polmone di supplire alla avvenuta riduzione di

parenchima;
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5. Effetto bronchiale: la dilatazione polmonare provoca un allungamento del bronco; da un
bordo sinuoso e frastagliato nel periodo pre-operatorio (condizioni anatomiche normali) ad un
bordo luminale piu cilindrico e armonico;

6. Forte aumento del rapporto tra spazi aerei (ventilazione) e apporto di sangue (perfusione)

con evidenti aree di spazio morto alveolare.

4.2 Riepilogo dati di sequenziamento del trascrittoma

Sono state generate 10 librerie per RNA-seq dal parenchima polmonare di cinque maiali femmina
Landrace x Large White che rappresentano il trascrittoma polmonare prima e dopo la
pneumonectomia sperimentale. Utilizzando la tecnologia di sequenziamento [llumina paired-end,
sono state ottenute un totale di circa 209 milioni di reads grezze (20,9 Gigabases, Gb) e sono state
ottenute 202 milioni di reads di alta qualita dopo la rimozione di quelle di bassa qualita. Il numero
di reads cosi ottenute (reads pulite) per ogni campione varia da 34 a 12 milioni (per una media di
20 milioni) (tabella 1). Dopo l'allineamento delle reads pulite con il genoma di riferimento
(Sscrofall.1/susScrll), tutti i campioni hanno mostrato un tasso di mappatura delle reads
complessivo superiore all'80,1% e un tasso di allineamento delle coppie di lettura superiore al
74,8% (tabella 1). Per garantire l'affidabilita dei risultati dell'analisi, solo le reads univoche,
appartenenti a una coppia concordante, sono state utilizzate per la successiva analisi

computazionale.
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Tabella 1: Riepilogo dati sequenziamento del trascrittoma

SAMPLE PRE1 PRE3 PRE4 PRES PRE6 POST1 POST3 POST4 POSTS POST6
Raw reads (2x100) 22,215,114| 25,366,338| 28,012,764| 24,912,278 |35,572,11619,130,692| 14,760,032 12,1202,62| 13,377,040 13,233,150
Gigabases Sequenced 22 25 2.8 2.5 3.6 1.9 1.5 1.2 1.3 1.3
Left reads
Input 10,780,311 12,293,103 13,537,886| 12,070,157|17,235,284 | 9,264,443| 7,081,099| 5,813,708 6,419,030| 6,351,333
Mapped 8,803,021 | 9,985,476( 11,825,297| 10,180,079 | 14,637,137| 7,865,224| 5970220 4,740,662| 5,229,452| 5,091,138
(% of input) (81.7%) (81.2%)|  (87.3%) (84.3%)|  (84.9%)| (84.9%)| (84.3%) (81.5%)| (81.5%)| (80.2%)
Multiple alignments 892,646 970,380 1,023,269 1,033,104 1,510,039| 801,197 585,006 464,993| 505,362 505,968
(% of mapped) (10.1%) 9.7%) (8.7%) (10.1%)[  (10.3%)| (10.2%) (9.8%) (9.8%) (9.7%) (9.9%)
Multiple alig; (>20) 5,326 20,652 8,678 8,204 13,126 5,520 4,178 2,699 3,529 3911
Right reads
Input 10,780,311 12,293,103| 13,537,886| 12,070,157 | 17,235,284 | 9,264,443| 7,081,099| 5,813,708| 6,419,030| 6,351,333
Mapped 8,793,373| 9,968,142| 11,812,830 10,174,749 | 14,625,358 | 7,853,522 5,963,922 4,732,430| 5,221,060| 5,080,082
(% of input) (81.6%) (81.1%)|  (87.3%) (84.3%)| (84.9%)| (84.8%)| (84.2%) (81.4%)[ (81.3%)| (80.0%)
Multiple alignments 891,840 968,583| 1,022,056 1,032,995| 1,509,257| 800,103 584,803 464,418| 505,350 504,728
(% of mapped) (10.1%) (9.7%) (8.7%) (10.2%)[  (10.3%)[ (10.2%) (9.8%) (9.8%) (9.7%) (9.9%)
Multiple alignments

(>20) 5,326 20,659 8,677 8,212 13,161 5,508 4,195 2,700 3,542 3,892
Overall read mapping
rate 81.6% 81.2% 87.3% 84.3% 84.9% 84.8% 84.3% 81.5% 81.4% 80.1%
Aligned pairs 8,302,651| 9,406,157| 11,415,114] 9,744,077[14,007,152| 7,504,319| 5,708,423 4,483,065| 4,942,064| 4,797,613
Multiple alignments 843,185 903,395| 983,803 988,487 | 1,443,293 767,737 559,097 438,633 476,211 474,236
(% of mapped) (10.2%) (9.6%) (8.6%) (10.1%)|  (10.3%)|  (10.2%) (9.8%) (9.8%) (9.6%) (9.9%)
Discordant alignment 90,069 116,602 121,979 132,889 202,459 93,671 64,959 45,215 51,286 49,965
(% of mapped) (1.1%) (1.2%) (1.1%) (1.4%) (1.4%) (1.2%) (1.1%) (1.0%) (1.0%) (1.0%)
Concordant pair

lig t rate 76.2% 75.6% 83.4% 79.6% 80.1% 80.0% 79.7% 76.3% 76.2% 74.8%

4.3 Identificazione e analisi dei geni espressi in modo differenziale (DEG)

E stato riscontrato un totale di 21.130 geni espressi nei dieci campioni sequenziati, con almeno
un conteggio genico riportato in un campione unico, sul numero totale di 25.322 geni annotati
riportati per il genoma Sscrofa 11.1/susScr 11. Il trascrittoma polmonare prima e dopo la
pneumonectomia ha presentato un cambiamento radicale (Figura 7). Infatti, sia il raggruppamento
gerarchico, sia l'analisi delle componenti principali, hanno mostrato una chiara differenza del
trascrittoma polmonare tra i gruppi pre e post pneumonectomia. Lo scopo principale dell'analisi
statistica ¢ 1’identificazione dei geni espressi in modo differenziale (DEG) ottenuta confrontando
l'espressione di tutti i geni sequenziati nei campioni ottenuti prima e dopo la pneumonectomia.
Cinquecentocinquantatre geni (349 up-regolati e 204 down-regolati) hanno mostrato un pattern
di espressione significativamente differente con un valore di P < 0.001. I dieci geni piu up- e
down-regolati sono riportati nella tabella 2. Il rapporto logaritmico dei valori di espressione di un

gene (log2-fold change) varia da 2,22 a 2,74 volte nei geni up-regolati e da -1,25 a -1,59 volte nei

geni down-regolati.
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Tabella 2: Top 10 geni up-regolati e down-regolati

Group Gene_name Description baseMean | log2FoldChange P P-adj
Up-regulated Ednl Endothelin 1 905.52 2.74| 3.18E-35| 6.66E-32
Areg Amphiregulin 30.26 2.68| 2.35E-16| 8.60E-14
Haver2 Hepatitis A virus cellular receptor 2 472.48 2.66| 4.67E-54| 2.94E-50
Gadd45g Growth arrest and DNA damage inducible gamma 811.90 2.65| 2.90E-22| 2.03E-19
Deppl DEPP1 autophagy regulator 310.97 2.38| 1.95E-27| 2.46E-24
Cldn4 Claudin 4 2971.36 236 4.72E-21| 3.12E-18
Atf3 Activating transcription factor 3 1434.89 2.34| 224E-23| 2.17E-20
Myc MYC proto-oncogene, bHLH transcription factor 1118.21 226| 1.39E-37| 3.50E-34
Gadd45b Growth arrest and DNA damage inducible beta 1294.38 2.26| 4.03E-57| 5.07E-53
Socs3 Supp of cytokine signaling 3 161.60 222| 242E-22| 1.79E-19
Down-regulated Obscn Obscurin, cytoskeletal calmodulin and titin-interacting RhoGEF 98.40 -1.59| 4.07E-13| 8.40E-11
Cdkn2b Cyclin dependent kinase inhibitor 2B 79.18 -1.46| 2.06E-09| 2.01E-07
ENSSSCG00000015738 | n.a 48.35 -1.34| 4.92E-08| 3.44E-06
Prrt2 Proline rich transmembrane protein 2 88.19 -1.32| 1.78E-06| 7.44E-05
Amerl APC membrane recruitment protein 1 57.88 -1.32| 1.94E-08 | 1.52E-06
Flirt3 Fibronectin leucine rich transmembrane protein 3 274.64 -1.30| 2.86E-07| 1.61E-05
Efnb2 Ephrin B2 371.29 -1.29| 8.55E-07| 4.25E-05
Tox3 TOX high mobility group box family member 3 47.38 -1.27| 1.52E-07| 9.27E-06
Znf793 Zinc finger protein 793 36.04 -1.25| 3.45E-07| 1.88E-05
Znf365 Zinc finger protein 365 57.98 -1.25| 1.84E-07| 1.10E-05

Figura 7: Trascrittoma polmonare prima e dopo la pneumonectomia sperimentale. Mappa

termica delle distanze campione-campione. Il clustering gerarchico ¢ stato ottenuto utilizzando la

matrice della distanza Euclidea sulla trasformazione log2 dell’intero set di dati.
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4.4 Quantificazione cellulare e modelli di espressione genica specifici del tipo cellulare

Sfruttando il set di dati di sequenziamento dell'RNA a cellula singola (scRNA-Seq) del polmone
di maiale adulto ottenuto dallo studio di Zhang et al. [39], che comprende 15 diversi tipi cellulari,
tra cui le cellule epiteliali alveolari di tipo 1 (ATI), epiteliali alveolari di tipo 2 (ATII), fibroblasti
alveolari, cellule endoteliali, cellule ciliate, cellule capillari, aerociti capillari, cellule arteriose,
cellule mucose, cellule secretorie, macrofagi, macrofagi alveolari, cellule T, cellule B e stato del
ciclo cellulare, utilizzando CIBERSORTx [38], le frazioni cellulari che compongono ciascuno
dei dieci campioni bulk di RNA-Seq, sono state determinate. Innanzitutto, ¢ stata stabilita una
matrice di firma personalizzata basata sul set di dati sScRNA-Seq di riferimento [39], che ha

catturato tutti i principali sottoinsiemi di cellule considerati (Figura 8).

Figura 8: Composizione cellulare stimata ottenuta con CIBERSORTx. Le differenze nelle
frazioni cellulari stimate, prima e dopo pneumonectomia sono state testate utilizzando il test di

Kruskal-Wallis (tutte con p> 0.345).
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Pertanto, la matrice di firma derivata da scRNA-Seq ¢ stata applicata per risolvere la
composizione cellulare dei dieci campioni bulk di RNA-Seq dai gruppi pre e post-

pneumonectomia. I tipi cellulari piu rappresentati, sono risultati essere ATI e cellule ciliate
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(media, 19,8%), macrofagi alveolari (media, 13,9%), cellule endoteliali (media, 10,9%), cellule
secretorie (media, 8,8%), stato cellulare nel ciclo cellulare (media, 6,6%), cellule arteriose (media,
6,0%), ATII (media, 5,9%) e macrofagi (media, 3,5%); gli altri sette tipi cellulari considerati,
comprese le “sconosciute”, erano assenti (fibroblasti alveolari) o presenti in percentuali molto
basse (inferiori o uguali all'1%). Non ¢ stata trovata alcuna differenza significativa (mediante il
test di Kruskal-Wallis) nelle frazioni stimate di tipo cellulare, tra campioni pre e post-
pneumonectomia. Questa evidenza indica una mancanza di bias nella determinazione dei DEG
attribuibili a differenze nella composizione cellulare.

L'imputazione dei profili di espressione genica specifici del tipo cellulare ¢ stata limitata ai nove
tipi cellulari piu rappresentati (tipo cellulare medio 3,5%). Duecentonovantacinque dei 553 DEG
identificati tra i gruppi pre e post-pneumonectomia sono stati attribuiti in modo univoco a un tipo
di cellula. In particolare, la loro maggioranza (213/295, 72,2%) era attribuibile ai macrofagi,
seguiti da ATII (28/295, 9,5%), cellule secretorie (25/295, 8,5%), stato mitotico del ciclo cellulare
(207295, 6,8%), ATI (7/295, 2,4%) e cellule endoteliali (2/295, 0,7%). Nessun DEG specifico per

tipo cellulare ¢ stato rilevato per le cellule ciliate, i macrofagi alveolari e le cellule arteriose.

4.5 Analisi funzionale e network interattivo Gene Ontology

Per ottenere una migliore comprensione dei percorsi biologici potenzialmente coinvolti nei
cambiamenti complessivi indotti dalla pneumonectomia, ¢ stata eseguita un'analisi funzionale
utilizzando il database bioinformatico DAVID in modo da trovare i geni significativamente
arricchiti ed eventuali modelli associati. Sono stati considerati solo i 553 DEG. L’analisi di Gene
Ontology ha rivelato un significativo aumento dei geni della “via di segnale apoptotica estrinseca”
(FDR q=7,60E-03), di quelli della “risposta all’insulina” (FDR q= 7,60E-03) e di quelli
“Regolatori negativi di DDX58/IFIH1” (FDR q= 7,50E-04) rispetto ai modelli del database
REACTOME. Non ¢ stata riscontrata alcuna analogia con il database KEGG. Sono stati quindi
selezionati quei geni che si trovano agli estremi superiori ed inferiori del rapporto logaritmo e
sono state dedotte le corrispondenti interazioni (Figura 9 A-B). E interessante notare che la

struttura delle reti fra le due figure sopra citate ¢ molto diversa 1'una dall'altra, per cui ¢ possibile
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evincere che la maggior parte dei meccanismi regolatori attivi prima della pneumonectomia siano

completamente disregolati dopo la resezione. La tabella 3 mostra i risultati dell’analisi delle vie

di segnale, identificando i nodi della Figura 9.

Figura 9: Network biologico dei geni espressi in maniera differenziale (DEG). A: geni up-

regolati; B: geni down-regolati.

Known Interactions

Predicted Interactions Others

Infine, attraverso l'applicazione ModuLand, sono stati identificati 11 nodi principali del network,

ricostruito utilizzando l'intero set di geni provenienti sia dalla coda superiore che da quella

inferiore della distribuzione logaritmica (Figura 10).

Alcune delle funzioni dei nodi principali individuati attraverso 1’utilizzo di Moduland, sono di

seguito riportate [44,45].

Tabella 3. Analisi delle vie di segnale

Pathway description Observed genes | FDR p-value | Matching proteins

TNF signaling pathway 6(4.03¢-05 CCL2, EDN1, GRO2, JUNB, MAP3K8, SOCS3

MAPK signaling pathway 610.00187 DUSP1, DUSP5, GADD45B, GADD45G, MAP3KS8, MYC
p53 signaling pathway 410.00187 GADD45B, GADD45G, SERPINE1, THBS1

FoxQ signaling pathway 410.0139 GADD45B, GADD45G, PLK3, SGK1

Hippo signaling pathway 410.0139 AREG, FZD9, MYC, SERPINEI

ErbB signaling pathway 310.0447 AREG, EREG, MYC
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Figura 10: Ricostruzione del network biologico completo utilizzando ModuLand. L’analisi del
network ¢ stata effettuata considerando 1’intero set di geni che appartengono ad entrambe le code

superiore ed inferiore nella variazione di distribuzione logaritmica.
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a) EREG

EREG, il gene dell'epiregulina codifica per un ormone peptidico membro della famiglia di
proteine del fattore di crescita epidermico (EGF). Puo funzionare come ligando del recettore EGF
oltre che fungere da ligando per la maggior parte dei membri della famiglia dei recettori tirosin-
chinasici. Ha proprieta regolatorie bifunzionali: puo sia inibire la crescita di diverse cellule
tumorali epiteliali sia stimolare la crescita di fibroblasti e di vari altri tipi di cellule. Puo anche
essere coinvolto in un'ampia gamma di processi biologici tra cui inflammazione, guarigione delle

ferite, maturazione degli ovociti e proliferazione cellulare.

b) PPP1R15A

Il gene PPP1R15A appartiene ad una famiglia di geni i cui livelli di trascrizione aumentano a
seguito di condizioni che determinano un brusco arresto della crescita e a seguito di trattamento
con agenti che possono indurre danno del DNA. L’induzione di questo gene da parte di radiazioni

ionizzanti puo presentarsi in alcuni tipi cellulari indipendentemente dallo stato di p53 e la sintesi
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della proteina codificata correla con I’induzione dell’apoptosi dopo esposizione a radiazioni

1onizzanti.

c) GADD45

GADDA45 comprende una famiglia di geni implicati nella risposta cellulare allo stress; essi
mediano diversi processi cellulari, tra cui la riparazione del DNA, I'apoptosi, l'arresto del ciclo
cellulare, la senescenza, la proliferazione delle cellule epiteliali dentali e la risposta immunitaria

ai tumori.

d) PLK3

Polo-like chinasi 3 ¢ uno dei quattro membri della famiglia delle Polo-like chinasi. Studi hanno
dimostrato che PLK3 ¢ importante nella regolazione del ciclo cellulare: la sua espressione ¢
aumentata durante la fase G1 nelle cellule in coltura.

L’espressione di PLK3 ¢ stata approfondita in diversi studi incentrati sulla differenziazione
cellulare durante retinogenesi: lo stimolo ipossico induce la differenziazione delle cellule
staminali epiteliali corneali mediante la disregolazione dell’attivita di PLK3, mentre PLK3
stimola I’apoptosi nelle cellule epiteliali corneali umane, suggerendo quindi un diverso effetto

dello stimolo ipossico sui due tipi cellulari.

e) ATF3

ATF3 ¢ un gene che codifica per proteine appartenenti alla famiglia dell’attivatore Protein-1.
L’espressione di ATK 3 ¢ stimolata da molti segnali di stress. In molte condizioni fisiologiche,
ATK3 agisce come immunomodulatore reprimendo citochine proinfiammatorie come IL-6, IL-
12b, Toll-like receptor 4; al contrario, nelle cellule endoteliali, ATK3 promuove I’inflammazione.
ATK3 induce anche I'apoptosi in cellule malfunzionanti, funge da marker neuronale per lesioni
nervose, ha un ruolo nel regolare l'attivita degli osteoblasti e degli osteoclasti nel rimodellamento

osseo. E stato dimostrato che I'ATF 3 ¢ sovraespresso nel cuore di topi dopo infarto miocardico
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indotto chirurgicamente, specialmente nei fibroblasti cardiaci, promuovendo cosi la riparazione
cardiaca e proteggendo dalla disfunzione cardiaca.

La sovraespressione di ATF3 comporta stimoli diversi nei diversi tipi di cancro; ad esempio la
sua sovraespressione promuove metastasi nel cancro alla prostata, favorisce la tumorigenesi nel
carcinoma cutaneo squamoso, nel carcinoma mammario e nel linfoma di Hodgkin classico, ma
studi recenti hanno dimostrato che la sua sovraespressione nelle cellule tumorali del colon e del

colon-retto ¢ associata a una riduzione della sopravvivenza delle cellule neoplastiche.

f) SERPINE1

Serpine 1, noto anche come inibitore dell'attivatore del plasminogeno 1, ha un ruolo
nell’inibizione della fibrinolisi, nella modulazione dell'adesione cellulare, nella migrazione, nella
proliferazione e nello sviluppo della fibrosi polmonare. La fibrosi polmonare ¢ associata alla
senescenza delle cellule alveolari di tipo IT (ATII). E stato dimostrato che le cellule ATII nelle
malattie polmonari fibrotiche, esprimono un livello piu alto di Serpine 1. Un modello murino

knockout per Serpine 1 ¢ associato ad attenuazione della fibrosi polmonare.

g) RHOB

Le proteine Rho sono piccole molecole della famiglia RAS e hanno un ruolo nelle vie di
segnalazione intracellulare. Hanno un ruolo nella regolazione delle trascrizioni geniche, nel
traffico di vescicole, nell'organizzazione del citoscheletro. RhoB ¢ espresso a livello della
membrana plasmatica e nei compartimenti intracellulari. La sua espressione ¢ indotta da molti
eventi stressanti, come radiazioni UV, citochine, fattori di crescita, suggerendo cosi un ruolo nella

risposta cellulare al danno del DNA.

h) SOCS3
SOCS3 ¢ un regolatore molto importante nella cascata del segnale delle citochine durante la

risposta inflammatoria ed immunitaria. Infatti ¢ coinvolto nello sviluppo di numerose malattie
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inflammatorie, come la malattia inflammatoria intestinale, l'artrite reumatoide, le malattie

infiammatorie vascolari e la sclerosi multipla.

i) VANGL2

VANGL2 codifica per una proteina di membrana che produce una molecola di polarita cellulare
planare presente nella coclea, nell’ epitelio e nella piastra neurale. E coinvolto nella morfogenesi
della corteccia cerebrale e nella spina bifida. Piu recentemente, alla sua espressione, sono stati
associati danno glomerulare renale, cardiomiopatia e rimodellamento miocardico. Sono stati

descritti anche difetti del tubo neurale ed anencefalia.

1) LRP1

LRP1 produce un recettore per le lipoproteine a bassa densita, coinvolto in una serie di funzioni
cellulari, come la formazione della rete intracellulare, il metabolismo dei lipidi e la
compensazione dell'amiloide. E ubiquitario, necessario per il turnover della fibronectina e la sua
espressione diminuisce negli anni. E coinvolto in importanti funzioni tra cui I'accumulo di farmaci
(doxorubicina ed emodina), l'attivita modulatrice delle cellule  nel diabete mellito di tipo 2 ¢ la
reazione inflammatoria polmonare e la successiva riparazione. E stato inoltre associato al

melanoma e al cancro della tiroide.

m) EPHB3

EPHB3 codifica per un recettore tirosin-chinasi. E stato dimostrato il suo ruolo di mediatore nella
guida degli assoni, nella migrazione cellulare e nello sviluppo di spine dendritiche e sinapsi
eccitatorie. Anche l'angiogenesi, lo sviluppo del palato e della corteccia timica, la migrazione
cellulare e la semina linfoide nel timo sono regolate da questo recettore. E anche coinvolto nello

sviluppo del cancro gastrico.
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S. DISCUSSIONE

Sono stati eseguiti diversi studi per valutare i segnali ed i meccanismi della crescita polmonare
compensatoria [1-2,46].

Tuttavia, le basi biologiche ed i processi alla base di questo fenomeno, rimangono ancora in gran
parte sconosciuti [47].

Lo scopo del presente studio ¢ definire la risposta trascrizionale dell'intero genoma del polmone
dei suini in esame, alla pneumonectomia sperimentale.

I nostri risultati hanno evidenziato una risposta trascrizionale rilevante del polmone rimanente,
confrontato con il polmone resecato, con circa il 2% del genoma Sscrofall.1/susScrll preso
come riferimento, costituito da geni differenzialmente espressi (DEG).

L'analisi della citometria digitale non ha evidenziato alcuna differenza significativa nella
composizione del tipo cellulare nel polmone sinistro ed in quello destro, dopo 60 giorni di vita
monopolmonare, a supporto dell'affidabilita dell'analisi dei DEG effettuata sui campioni di bulk-
RNA.

Nonostante la mancanza di differenze significative nelle frazioni cellulari tra i due gruppi
sperimentali, l'analisi dei modelli di espressione genica, specifici del tipo di cellula, ha mostrato
tra 1 DEG, una sorprendente predominanza di geni specifici dei macrofagi. Quindi, ¢ possibile
che 1 macrofagi siano andati incontro ad un rilevante rimodellamento trascrizionale dopo la
pneumonectomia. Questo ¢ in linea con emergenti conferme che i macrofagi svolgano ruoli
essenziali nella rigenerazione di organi, inclusi arti, intestino, fegato, reni e cuore [48-57].
Lechner et al. hanno recentemente dimostrato che i macrofagi svolgono un ruolo chiave
nell'adattamento/crescita compensatoria polmonare dopo pneumonectomia nei topi; infatti, hanno
mostrato come i macrofagi interstiziali, siano necessari per la rigenerazione tissutale in caso di
resezione polmonare subtotale, poiché risultano essere componenti delle cellule staminali
epiteliali alveolari di tipo 2 (AEC2). In effetti, ¢ stato ipotizzato che la crescita compensatoria
polmonare dopo pneumonectomia, richieda la proliferazione ed il riarrangiamento coordinati, di
numerosi tipi di cellule epiteliali e stromali, tra cui AEC2, una popolazione di cellule staminali

epiteliali capace di autorinnovarsi e differenziarsi in cellule epiteliali alveolari di tipo 1[58].
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Nella top-ten dei geni up-regolati dopo pneumonectomia, (Tabella 2) 6 di questi, nello specifico
Areg, Ednl, Gadd45b, Gadd45g, Myc e Socs3, risultano essere parte di sei vie di segnale con
target TNF, MAPK, p53, FoxO, Hippo e ErbB. Ciascuna di queste vie di segnale risulta collegata
a ipossia, rigenerazione tissutale e genesi tumorale.

La via di segnalazione del TNF viene avviata in risposta allo stress cellulare e ai segnali
inflammatori che portano all'attivazione di vie pro-apoptotiche e cascata citochinica [59].

Ednl guida I’attivazione e proliferazione delle cellule fibroblastiche e la loro differenziazione in
miofibroblasti che portano a deposizione di collagene. La sua espressione nel tessuto polmonare
¢ aumentata nella fibrosi polmonare idiopatica [60]. Tuttavia, nel nostro modello non ¢ stata
osservata fibrosi, probabilmente a causa del breve periodo di osservazione; inoltre, Ednl ¢ anche
un potente peptide vasocostrittore, e la sua disregolazione ¢ stata implicata nella disfunzione
microvascolare coronarica ¢ nello sviluppo/progressione del cancro del polmone non a piccole
cellule [61].

Il gene Socs3 regola la risposta infiammatoria polmonare, promuovendo la riparazione del danno
polmonare attraverso l'inibizione di JAK2/STAT3, riducendo I’espressione di fattori
dell’infiammazione e contribuendo alla protezione dell'endotelio polmonare [62-64].
L'attivazione delle vie di segnalazione MAPK, p53 e FOXO nel mesenchima polmonare ¢ cruciale
per lo sviluppo polmonare, poiché questi percorsi, regolano diverse funzioni cellulari
(proliferazione, differenziazione e apoptosi) in risposta a uno stress endogeno o esogeno [65-67].
Un gene cruciale, che agisce da modulatore in tutti e tre i percorsi citati, ¢ Gadd45b, coinvolto
nelle reazioni di risposta al danno cellulare e alla carcinogenesi polmonare [68,69]. Allo stesso
modo, Gadd45g, essendo membro della famiglia di geni inducibili dal danno al DNA e che
inibiscono la crescita cellulare in risposta allo shock da stress ed inducono apoptosi, agisce
frequentemente come gene oncosoppressore, frequentemente inattivato epigeneticamente in caso
di tumori multipli [70].

Un’elevata espressione del gene Myc si verifica in cellule in fase proliferativa durante lo sviluppo
e nei tessuti adulti [71]. In particolare, I'espressione di Myc coordina un'ampia varieta di processi
cruciali per la rigenerazione del tessuto polmonare [72]. Nell’'uomo, la disregolazione di questo

oncogene ¢ stata osservata in diversi tumori, incluso il cancro del polmone [73].
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Anche la via di segnalazione di Hippo ¢ risultata arricchita nel nostro studio [74]. Questa via,
gioca un ruolo cruciale nell’omeostasi del surfattante e nella coordinazione del differenziamento
polmonare periferico [75, 76].

ErbB ¢ fondamentale in numerose vie di segnalazione coinvolte sia nella normale fisiologia che
nella tumorigenesi.

Nella nostra analisi ¢ stata inoltre rilevata anche una up-regulation del gene Areg. Areg ¢ coinvolto
nel rimodellamento delle vie aeree dopo trapianto polmonare e promuove la guarigione della via
aerea dopo risposta infiammatoria. Il gene ¢ anche fortemente espresso dai macrofagi alveolari
nel danno polmonare acuto indotto da lipopolisaccaridi [77, 78].

Diversi geni up-regolati non sono stati riscontrati all’interno delle vie di trasduzione del segnale
risultate particolarmente attivate. Questi geni hanno dimostrato di essere coinvolti nelle reazioni
contro il danno polmonare ed il metabolismo polmonare, rappresentando cosi, interessanti
candidati per future indagini.

Deppl ¢ stato segnalato come gene responsivo all'ipossia e correlato all'autofagia [79].

Cldn4 codifica per una proteina transmembrana della membrana alveolo-capillare [80], espressa
dalle cellule epiteliali dell'intero apparato respiratorio, che agisce come regolatore della
permeabilita paracellulare durante la clearance del fluido alveolare [81, 82]. Inoltre, Cldn4 ¢
anche coinvolto nella risoluzione dell'edema polmonare, pur essendo utilizzato come indicatore
di danno polmonare [82-84].

Infine, Atf3 promuove la crescita cellulare, I'invasione e la sintesi di collagene, inibisce I'apoptosi
e svolge un ruolo cruciale nel polmone, come dimostrato dalla sua associazione nella protezione
contro il danno polmonare acuto e l'infezione virale [85, 86].

E interessante notare che nessuno dei primi 10 geni down-regolati ¢ risultato incluso nelle vie di
segnale. Questi geni sembrano avere importanti ruoli strutturali dei tessuti.

Obscn infatti, codifica per proteine giganti del citoscheletro, espresse in un'ampia varieta di tipi
cellulari, principalmente nel cuore e in altre cellule muscolari striate, dove svolge un ruolo
strutturale e regolatore nell’organizzazione delle miofibrille [87-89].

Cdkn2b regola i processi critici per la rigenerazione polmonare come rimodellamento della

matrice extracellulare, proliferazione endoteliale e progressione del ciclo cellulare [90-92].
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Amerl ¢ un gene espresso in maniera diffusa durante lo sviluppo embrionale del topo, che agisce
come modulatore negativo della via WNT/B-catenina la quale svolge funzioni pleiotropiche
durante l'organogenesi [93]. Flrt3 ¢ espresso in una grande varieta di tessuti ed ¢ coinvolto
nell’adesione cellulare e nella via di trasduzione del segnale delle adipocitochine [94]. Inoltre, €
riconosciuto come il gene piu down-regolato nel tessuto adiposo viscerale toracico dopo
allotrapianto [95].

Efnb2 ¢ un fattore angiogenetico implicato nella regolazione dei vasi polmonari regolando
angiogenesi e linfangiogenesi VEGF-indotte [96]. Inoltre, un’aumentata espressione di Efnb2
promuove lo sviluppo polmonare fetale nei ratti [97]. Al contrario, una sua ridotta espressione,
inibisce lo sviluppo alveolare, mentre la somministrazione intranasale della proteina, inibisce
'apoptosi delle cellule epiteliali alveolari [98]. Inoltre, I'inattivazione di Efnb2 provoca displasia
polmonare distale, formazione della cresta alveolare e ridotta compliance polmonare [99].

I geni Prrt2, Tox3 e RNA-Znf793, rispettivamente, risultano collegati a diverse funzioni neuronali
0 a meccanismi immuno-correlati, coinvolti nella risposta immunitaria alle sollecitazioni
polmonari [100-104]. Quindi, ¢ probabile che il loro ruolo possa essere legato ad una risposta
biologica generale ad insulti/variazioni importanti, piuttosto che rappresentare meccanismi
polmonari specifici alla base dei processi compensatori e rigenerativi dopo pneumonectomia.
Tuttavia, la forte disregolazione nell'espressione di questi geni dopo pneumonectomia
sperimentale, non dovrebbe essere ignorata, poiché questi geni potrebbero svolgere un ruolo

cruciale nei processi rigenerativi dopo procedure chirurgiche.
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6. CONCLUSIONI

E’ importante riconoscere la natura esplorativa di questo studio, quale primo tentativo di
individuare 1’espressione dell'intero genoma dopo pneumonectomia sperimentale nel modello
suino. D’altra parte, la natura “hypotesis free” dello studio stesso, non consente di fornire una
risposta definitiva e completa a domande specifiche. Inoltre, il fatto che le variazioni di
espressione genica siano state analizzate in una singola biopsia polmonare sito specifica,
unitamente al numero contenuto di modelli testati, costituisce un limite del nostro studio, sebbene
il nostro approccio sperimentale abbia garantito un controllo dell’ambiente elevato, secondo
procedure standardizzate, riducendo al minimo la presenza di possibili bias sperimentali.

E’ chiaro che I’individuazione del “gene dell’alveologenesi” sia un’utopia, al momento attuale.
Tuttavia nuovi spunti scientifici potrebbero in futuro migliorare le conoscenze volte alla creazione
di una possibile terapia genica per malattie polmonari croniche, causa di deterioramento della
funzione polmonare.

La possibilita di individuare una terapia su misura per il paziente con target genetici specifici,
potrebbe inoltre essere un ulteriore spunto di studio anche in campo oncologico, considerando
che il cancro del polmone rappresenta la prima causa di morte per neoplasia nei paesi

industrializzati.
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