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POTENZIALE MECCANISMO DI DANNO OSSIDATIVO DEL DNA NEL DIABE-
TE: INATTIVAZIONE DELLA TUBERINA E DOWNREGOLAZIONE DELL'ENZI-
MA DI RIPARAZIONE DEL DNA OGG1
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Introduzione. Lo Stress ossidativo contribuisce alla patogenesi delle complicanze in corso di diabete
mellito, quali la nefropatia diabefica. Le Specie Reattive dell'Ossigeno (ROS) possono danneggiare il
DNA, inducendo modificazioni ossidative come |'8-ossi-deossiguanina (8-oxodG). Recenti studi hanno
dimostrato un aumento dei livelli dell’8-oxodG nei leucociti e nelle urine di pazienti microalbuminuri-
ci con diabete di fipo | e Il. 'enzima di riparazione del DNA, che riconosce e scinde I'8-0ssidG, &
'8-0ssiG-DNA glicosilasi (OGG1). OGG1 & regolato dalla tuberina, un prodotto del gene oncosop-
pressore TSC-2 coinvolto nella via redox-dipendente di trasduzione del segnale insulinico PI-
3k/Akt/mTor.

Scopi. Studiare in vivo ed in vitro il meccanismo attraverso cui, in presenza di elevate concentrazioni
di glucosio, i ROS inducono un aumento di 8-0ssidG ed il ruolo della fosforilazione della tuberina e
di OGG1 in questo processo.

Materiali e metodi. Studi in vivo E' stato indotto un diabete di fipo | in 6 ratti Long Evans, con inie-
zione endovenosa di streptozotocina. In un gruppo controllo di 6 ratti & stato somministrato buffer
citrato in dose equivalente. Gli animali sono stafi sacrificati dopo 4 settimane: il tessuto corticale rena-
le & stato utilizzato per analisi biochimiche e per I'isolamento di cellule primarie epiteliali tubulari pros-
simali (RPTE). Studi in vitro Cellule epiteliali tubulari prossimali immortalizzate murine SV-40 (MCT) e
RPTE sono state poste in coltura e trattate con Glucosio (25 mM), perossido d'idrogeno (H202) e/o
inibitori di P1-3K e Akt per differenti tempi. La produzione intracellulare di ROS & stata valutata median-
te fluorescenza (DCF) atiraverso microscopia confocale o misurata con un lettore multipiastra di fluo-
rescenza. | livelli di 8-0ssidG sono stafi misurati mediante immunoistochimica e HPLC analisi.
L'espressione proteica delll OGG1 e la fosforilazione della tuberina e di Akt sono stafe studiate
mediante analisi immunoblot.

Risultati. Nella corticale renale dei ratti diabetici I'aumentata fosforilazione di Akt si associa ad un incre-
mento della fosforilazione della tuberina, riduzione dell’espressione proteica di OGG1 ed accumulo di
8-0ssidG. L'esposizione delle cellule RPTE e delle MCT al Glucosio causa un rapido aumento dei ROS,
che correla con la fosforilazione di Akt e della tuberina e con la downregolazione di OGG1. L'inibizione
di PL-3K e Akt riduce significativamente la fosforilazione della tuberina e ripristina I'espressione protei-
ca di OGGT. Infine, il processo di fosforilazione di Akt e della tuberina ed il decremento di OGG1,
indotti da H202, sono inibiti dall'anfiossidante N-Aceilcisteina.

Conclusioni. La fosforilazione della tuberina e la downregolazione di OGG1, aftraverso |'attivazione
redox-dipendente di Akt, giocano un ruolo chiave nel danno ossidativo del DNA in corso di diabete.
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sione coordinata potrebbe indicare I'esistenza di uno o pil target comuni. A tal proposi-
to, & particolarmente interessante sottolineare che dall’analisi computazionale con I'algo-
ritmo miRANDA, & emerso che la maggior parte dei geni target dei miRNA modulati nelle
linee RCC & coinvolta nei processi di crescita e apoptosi cellulare.

Conclusioni. | risultati preliminari di questo studio dimostrano, per la prima volta, che 45
microRNA sono significativamente modulati nelRCC e che tale espressione differenziale,
cosi come quella dei rispettivi geni target, potrebbe mediare importanti processi cellulari
alla base dei meccanismi patogenetici del carcinoma renale.

RUOLO DEI microRNA NEL CARCINOMA RENALE A CELLULE CHIARE (RCC)
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Introduzione e obiettivi. | microRNA (miRNA) costituiscono una grande famiglia di geni
regolatori e non codificanti, formata da corte sequenze di RNA di 19-25 nucleotidi che si
legano a siti parzialmente complementari degli RNA messaggero target regolandone la
loro stabilitd e traduzione. Recenti studi hanno dimostrato che i microRNA possono con-
trollare la crescita, la differenziazione e |'apoptosi cellulare; infatti, in diversi tipi di tumo-
ri I'espressione di alcune di queste piccole molecole regolatrici & alterata, permettendo alle
cellule tumorali di crescere in maniera incontrollata. Non esistono ancora dati sull'even-
tuale ruolo dei microRNA nel carcinoma renale a cellule chiare (RCC), per cui lo scopo di
questo studio & stato quello di analizzare I'espressione di 180 microRNA in differenti linee
cellulari di RCC al fine di dimostrarne un loro coinvolgimento nella patogenesi del carci-
noma renale e di individuare eventuali geni target.

Metodi. 'RNA tofale & stato estratto da due linee cellulari di RCC (RCC-5 and RCC-1) e da
una linea di Cellule Epiteliali Tubulari Prossimali (PTEC) e retrotrascritto ufilizzando il kit cDNA
Archive. Successivamente, ciascun microRNA & stato amplificato mediante Real-Time PCR uti-
lizzando specifiche sonde TagMan. L'analisi dei Ct & stata realizzata mediante uno studio di
espressione relativa utilizzando il miRlet-7a per la normalizzazione dei dati.

Risultati. L'analisi di espressione ha permesso di identificare un gruppo di 45 miRNA dif-
ferentemente espressi nelle linee RCC rispetto alla linea PTEC: 13 miRNA sono risultafi
down-regolati e 14 miRNA up-regolati. Il fold-change osservato tra le linee cellulari di RCC
rispetto alle linee di PTEC & risultato compreso fra -3.39 e -1.08 Log10 (0.0004-0.083 RQ)
per i miRNA down-regolati e tra 0.43 e 1.91 Log10 (2.70-82.36 RQ) per i miRNA up-
regolati. | miRNA pib significativamente modulati sono risultati: miR-183, 191, 199q,
199a*, 199s, 205, 299, 320, 323, 328, 330, 339, 370 (down-regolati) e miR-15a,
19a, 29b, 30e, 96, 106a, 130b, 135a, 141, 301, let-7i, 181a, 181b, 182 (over-espres-
si). Alcuni geni codificanti per miRNA modulati nelle linee di RCC mappano in specifiche
regioni cromosomiche, suggerendo un forte legame tra la loro espressione tumore specifi-
ca e alcune anomalie del DNA. In questo studio, & stata riscontrata una significativa modu-
lazione dei microRNA miR-299, miR-323, miR-370, miR-135a e miR-191 che mappano
nelle regioni cromosomiche 14932.31 and 3p21.2, frequentemente riarrangiate nel car-
cinoma renale.

Tuttavia, questi dati non escludono che I'espressione differenziale di alcuni miRNA possa
dipendere dalla modulazione dei rispettivi frascritti. Infatti, alcune isoforme di miRNA
down- e up-regolati sono localizzate in differenti regioni cromosomiche e la loro espres-
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Introduzione. Recentemente, abbiamo dimostrato I'esistenza di una popolazione di cellule
staminali renali nella capsula di Bowman di reni umani adulti, da noi denominate “adult
pariefal epithelial multipotent progenitors” (APEMP). Le APEMP sono caratterizzate dall'e-
spressione dei marcatori staminali CD24 e CD133, e se iniettate in topi SCID con insuffi-
cienza renale acuta (IRA) migliorano significativamente la funzionalita renale e riducono
la fibrosi fissutale contribuendo alla rigenerazione delle cellule tubulari. La migrazione
delle cellule staminali verso il tessuto leso & solitamente mediata dalle chemochine. La che-
mochina SDF-1, affraverso |'interazione con il suo unico recettore CXCR4, svolge un ruolo
crifico nella migrazione delle cellule staminali di vari organi e tessufi. Tuttavia, recente-
mente & stato descritto un nuovo recettore di SDF-1, denominato CXCR7.

Scopo. Identificare i fattori coinvolti nella migrazione delle APEMP verso il sito del danno
e nei meccanismi rigenerativi per mettere a punto strategie di terapia cellulare del danno
renale.

Metodi e risultati. Dopo aver valutato |'espressione di tutti i recettori chemochinici median-
te RT-PCR sulle APEMP abbiamo osservato che queste cellule esprimevano alti livelli di
CXCR4 e CXCR7, sia in RNA che in proteina ed erano in grado di legare SDF-1, come
dimostrato da esperimenti di binding. L'induzione di IRA con iniezione di glicerolo in topi
SCID causava nel rene un aumento dell’espressione di SDF-1 in cellule endoteliali e tubu-
lari inforno alle aree necrotiche. In topi con IRA, I'iniezione endovenosa di APEMP miglio-
rava significativamente la funzionalita renale valutata con dosaggio sierico dell'azoto urei-
co e riduceva il danno tissutale renale. Tuttavia, se le APEMP venivano trattate prima del-
I'inoculo con anticorpi neutralizzanti ant-CXCR4 e anti-CXCR7 si riduceva significativa-
mente il numero di APEMP reclutate a livello renale, si riduceva |'effetto benefico sulla fun-
zionalitd renale e sul ripristino dell'integritd tissutale. Per comprendere i meccanismi alla
base di tali effetti, abbiamo valutato i ruoli dei due recettori nella chemiotassi, nella migro-
zione transendoteliale e nell’adesione a cellule endoteliali delle APEMP. La migrazione ad
SDF-1 era completamente inibita solo pretrattando le APEMP con |'anticorpo anti-CXCR4
suggerendo che esso & richiesto per il reclutamento delle nostre cellule. Bloccando i due
recettori con anticorpi neutralizzanti, si inibiva il processo di trasmigrazione endoteliale,
suggerendo che anche il recettore CXCR7 & coinvolto nella migrazione a livello endote-
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liale. Esperimenti di adesione su cellule endoteliali hanno poi dimostrato che il solo bloc-
co del recettore CXCR7, e non di CXCR4, era sufficiente ad inibire il processo di adesio-
ne. Inoltre, dato che il reclutamento delle cellule staminali nel tessuto leso & legato anche
al mantenimento della sopravvivenza, abbiamo valutato se 'interazione di SDF-1 con i due
recettori poteva proteggere le APEMP dall'apoptosi indotta da H,O,. Anche in questo
caso, solo CXCR7 e non CXCR4 era responsabile della protezione delle APEMP dall’a-
poptosi indotta da H,0,.

Conclusioni. L'interazione di SDF-1 con entrambi i recettori risulta necessaria per il recluta-
mento delle APEMP nel rene di topi SCID affetti da IRA e per lo svolgimento della loro
capacitd rigenerativa. La conoscenza di tale meccanismo & di estrema importanza per la
messa a punto di terapie cellulari del danno renale con cellule staminali.
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voca un danno cronico podocitario con insorgenza di sindrome nefrosica simile a quello
presente nella glomerulosclerosi focale segmentale umana. In questo modello, le APEMP si
integravano sia nelle strutture glomerulari, acquisendo marcatori podocitari (8.6+2.8% di
tutti i podociti), sia a livello tubulare (6.7£1.1% di tutti i tubuli prossimali), apportando un
miglioramento della funzionalita renale, riducendo significativamente la proteinuria, il rap-
porto albumina/creatinina urinaria e il danno sia glomerulare che tubulo interstiziale.
Conclusioni. Questi risultati dimostrano che le APEMP al polo urinario sono progenitori
bipotenti in grado di rigenerare anche i podociti e suggeriscono un loro impiego in nuove
strategie terapeutiche utili a rallentare o a regredire le malattie glomerulari.

LE CELLULE STAMINALI RENALI LOCALIZZATE NELLA CAPSULA DI BOW-
MAN RAPPRESENTANO PROGENITORI PODOCITARI, RIGENERANO IL
DANNO GLOMERULARE E RIDUCONO LA PROTEINURIA IN UN MODELLO
DI SINDROME NEFROSICA IN VIVO
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Introduzione. Le malattie glomerulari rappresentano un’ampia gamma di sindromi cliniche
caratterizzate prevalentemente da un danno podocitario che progredisce verso la glome-
rulosclerosi. La comprensione del meccanismo che regola la sosfituzione dei podociti dan-
neggiali permetterebbe di chiarire alcuni aspetti della riparazione e della progressione del
danno glomerulare. Recentemente, abbiamo dimostrato I'esistenza di cellule staminali resi-
denti al polo urinario della capsula di Bowman di reni umani adulti, denominate “adult
pariefal epithelial multipotent progenitors” (APEMP), caratterizzate dall'espressione di
CD24 e CD133 e dotate di potenziale rigenerativo nei confronti delle cellule tubulari in
modelli murini di necrosi tubulare acuta.

Scopo. Data la localizzazione delle APEMP al polo urinario e le loro proprieta di cellule
staminali, abbiamo ipotizzato un loro ruolo anche nella rigenerazione podocitaria.
Metodi e risultati. Mediante microscopia confocale su reni umani adulti e mediante analisi
FACS, abbiamo individuato I'esistenza di tre popolazioni nella capsula di Bowman: una
esprimente solo i marcatori CD133 e CD24 localizzata al polo urinario (APEMP), una ete-
rogenea esprimente sia CD133 e CD24 sia marcatori podocitari (podocalixina, sinapto-
podina e CR1) localizzata fra il polo urinario e quello vascolare e una popolazione che
esprime solo marcatori podocitari localizzata prevalentemente al polo vascolare della cap-
sula in continuitd con i podociti. Dopo separazione immunomagnetica di queste popola-
zioni dal rene totale, abbiamo osservato che quella CD133+CD24+PDX- esprimeva solo i
marcatori delle APEMP e non quelli podocitari, dando origine a cloni con capacita di dif-
ferenziare sia a cellula tubulare sia a cellula podocitaria se posti in opportuni medium. La
popolazione CD133+CD24+PDX+ esprimeva sia i marcatori di APEMP sia i marcatori
podocitari (WT1, sinaptopodina, podocalixina, GLEPP e nefrina), mostrava una limitata
capacitd clonogenica e di autorinnovamento, ed era in grado di differenziare solo in
podocita maturo. Infine, la popolazione CD133-CD24-PDX+ esprimeva solo marcatori
podocitari, non dava origine a cloni e non mostrava capacitd multidifferenziativa, dimo-
strando di essere costituita solo da podociti maturi. Questi risultati dimostrano I'esistenza
di una popolazione di cellule indifferenziate (APEMP) bipotenti, e una popolazione etero-
genea di fransizione con marcatori podocitari. Quindi, solo le APEMP sono state utilizza-
te per la riparazione del danno podocitario in topi SCID trattati con adriamicina, che pro-
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