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1. INTRODUZIONE

1.1 | carcinomi a cellule renali (RCC)

| tumori renali rappresentano dal 2% al 5% delle neoplasie dell’adulto, e nel 2012
sono stati stimati 338,000 nuovi casi nel mondo (1), con una maggiore incidenza nei
paesi sviluppati (2). A livello mondiale il tumore renale é attualmente al nono posto
per frequenza tra gli uomini e al quattordicesimo tra le donne, con 214,000 nuovi
casi I'anno per gli uomini e 124,000 per le donne (3). In Italia il tumore del rene e
delle vie urinarie si colloca al decimo posto in termini di frequenza, con circa 13.600
nuovi casi I'anno, con una manifestazione piu frequente negli uomini rispetto alle
donne. Nella maggior parte dei casi (85%) i tumori affliggono il parenchima renale,
mentre le forme che colpiscono le vie urinarie sono meno frequenti (4). L'incidenza
aumenta con |’eta, con un picco verso gli 80 anni, con una frequenza circa doppia

per gli uomini rispetto alle donne (5).

Nei nostri studi ci siamo dedicati in particolar modo ai carcinomi a cellule renali
(renal cell carcinoma, RCC): essi sono una famiglia abbastanza eterogenea di tumori
che originano dalle componenti epiteliali del nefrone. Gli RCC rappresentano il 2-3%
di tutte le forme maligne e I'85% delle neoplasie primarie del rene (6). Malgrado i
miglioramenti nel campo diagnostico e terapeutico, l'incidenza di questo tipo di
tumori e la mortalita aumentano del 2% circa ogni anno, anche se le ragioni di
guesto rimangono sconosciute. L'eziologia di questo tipo di tumori & varia e non del
tutto chiarita. Nel 39% dei casi di sviluppo del tumore la causa principale sembra
essere il fumo di tabacco (7) il quale é classificato dall’Agenzia Internazionale per la
Ricerca sul Cancro (AIRC) come cancerogeno. | fumatori hanno un rischio del 50%
piu elevato di sviluppare un tumore del parenchima renale rispetto ai non fumatori
(8). Anche altri fattori come I'esposizione ai composti dell’arsenico, I'assunzione di
acqua contaminata, composti chimici ambientali come amianto, cadmio, solventi
organici e pesticidi possono costituire uno stimolo cancerogenico (9,10). Da alcuni
studi sembra che anche avere indice di massa corporea (body mass index, BMI)
elevato incida sul rischio di sviluppare un tumore renale, in particolare I'incidenza di
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RCC in persone obese (BMI > 29kg/m2) risulta doppia rispetto a un individuo
normopeso(11,12), in entrambi i sessi (13). Il sovrappeso spiega anche I'aumentato
rischio per i pazienti diabetici 14): tra questi il rischio di tumore del rene & pil
elevato in chi usa insulina rispetto a chi fa uso di metformina (15,16). Anche
I'ipertensione arteriosa & associata ad un aumento del rischio di tumore renale di
circa il 60% rispetto ai soggetti normotesi (17). Altre possibili cause si riscontrano in
familiarita per forme di tumori renali (18), dieta shilanciata con basso consumo di
frutta e vegetali (19), utilizzo di farmaci antidepressivi e diuretici. Anche I'utilizzo
protratto (> 10 anni) di antinfiammatori non steroidei diversi dall’aspirina & stato
associato ad un incremento del rischio del tumore a cellule renali (20). Una piccola
quota di tumori si manifesta anche in presenza di alcune sindromi genetiche, in
particolare nei pazienti con sindrome di Von Hippel Lindau, nei quali il rischio di
sviluppare un tumore a cellule chiare aumenta con 'eta (21). Per le forme ereditarie
di cancro renale sono state identificate mutazioni germinali che riguardano
I’attivazione di oncogeni o la inattivazione di oncosoppressori e sono utilizzate per

confermare la diagnosi clinica di sindrome ereditaria.

1.2 Caratteristiche istologiche del carcinoma renale

A livello istologico il carcinoma renale presenta le seguenti caratteristiche con

valore prognostico:

- l'istotipo delle forme comuni di carcinoma renale (carcinoma renale a cellule
chiare 70-80% dei casi, carcinoma renale papillare 10-15%, carcinoma cromofobo

5%);

- il grado nucleare secondo Fuhrman;

- la presenza di una componente sarcomatoide e/o rabdoide;
- la presenza di necrosi tumorale;

-I'invasione del seno renale (13,14,22).

Studi basati sull’analisi univariata della sopravvivenza hanno confermato che
I'istotipo maggiormente aggressivo € il carcinoma a cellule chiare, seguito dal
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carcinoma papillare e dal carcinoma cromofobo; tuttavia le analisi multivariate
suggeriscono che lo stadio e il grado della neoplasia abbiano un impatto sulla
prognosi maggiore rispetto al solo istotipo (16). Il grado di Fuhrman rimane invece il
fattore prognostico accreditato di maggior rilevanza per il carcinoma renale a cellule

chiare e per quello papillare (13,17,23).

Di recente & stato proposto e accettato un nuovo sistema di classificazione per i
tumori renali basato sulla prominenza dei nucleoli (Sistema ISUP/WHO) (tabella)
(15).

Neoplasie maligne

Carcinoma renale a cellule chiare

Neoplasia renale multiloculare cistica a basso potenziale di malignita
Carcinoma renale papillare

Leiomiomatosi e carcinoma renale familiare

Carcinoma cromofobo

Carcinoma dei dotti collettori

Carcinoma renale midollare

Carcinoma renale con traslocazioni della famiglia MiT

Carcinoma renale Xp11 traslocato

Carcinoma renale t(6;11)

Carcinoma renale associato a deficit della succinicodeidrogenasi B
Carcinoma a cellule fusate e tubulare mucinoso

Carcinoma renale tubulo-cistico

Carcinoma associato a malattia cistica acquisita

Carcinoma a cellule chiare tubulo papillare

Carcinoma renale non classificabile

Neoplasie benigne

Adenoma papillare
Oncocitoma
Neoplasie renali entita emergenti

Carcinoma renale oncocitico insorto dopo neuroblastoma
Carcinoma renale follicolare “tiroide-like”
Carcinoma associato alla traslocazione di ALK

Carcinoma renale con stroma leiomiomatoso
Tabella . Classificazione Istologica ISUP/WHO 2016 dei tumori a cellule renali (15.

- L’adenoma papillare & la neoplasia piu comune che colpisce I'epitelio dei tubuli

renali; lesioni di questo tipo si riscontrano in pazienti in dialisi a lungo termine e nel



33% d ei pazienti affetti da malattia cistica renale acquisita (24). Questa forma
tumorale si sviluppa con un’architettura papillare, tubulare o tubulo-papillare, con
nuclei dalla forma variabile tra il circolare e I'ovale e un citoplasma voluminoso e
eosinofilo, che ricorda molto il carcinoma papillare di tipo 1 e 2 (25,26). L'adenoma
papillare & ben circoscritto, con noduli di colore variabile tra il giallo e il bianco-
grigiastro di dimensioni inferiori a 1mm di diametro quando si ritrovano nella zona
corticale. Si presentano di solito in maniera singola, e raramente in multipli o
bilaterali. Dal punto di vista immunofenotipico, le cellule di adenoma papillare
esprimono in maniera diffusa la citocheratina 7 (CK7) e sono negative per I'anidrasi

carbonica IX (CAIX).

Gli adenomi papillari sono stati definiti fino al 2015 come tumori che misurano < 0,5
cm. La classificazione WHO 2016 definisce gli adenomi papillari come tumori non
incapsulati con architettura papillare o tubulare, basso grado OMS / ISUP e

diametro < 1,5 cm (27).

- Il Carcinoma a Cellule Renali Papillare (pRCC) € un tumore maligno di origine
parenchimale con un’architettura papillare o tubulo-papillare ed & il piu comune
tipo di RCC con un’architettura papillare. Nelle casistiche chirurgiche circa il 10 %
dei casi di tumore renale e costituito da questo carcinoma. | casi risultano essere
concentrati in un range di eta compreso tra 52 e 68 anni, con un rapporto

maschi:femmine variabile tra 1,8:1 a 3,8:1 (25,28,29).

Frequentemente questo tumore contiene aree emorragiche, necrotiche e cisti
degenerate. In alcuni tumori ben circoscritti &€ possibile identificare una pseudo-
capsula a separare il tumore dal resto del tessuto (30,31). Il tumore papillare e
composto da cellule epiteliali maligne che formano, in proporzione variabile, papille
e tubuli. Le papille tumorali hanno all’interno un delicato nucleo fibrovascolare e
possono essere presenti aggregati di macrofagi schiumosi e cristalli di colesterolo

(32). Una variante é costituita da tubuli o piccole papille simili a glomeruli (33).

Sono stati descritti due tipi morfologici per questo tumore: nel tipo 1 si sviluppano
papille coperte da un singolo strato di piccole cellule con scarso citoplasma sulla

membrana basale. | tumori di questo tipo sono piu frequentemente multifocali.



Quelli del tipo 2 sono costituiti da cellule con citoplasma eosinofilo e nuclei pseudo-

stratificati in corrispondenza del centro della papilla.

- Il Carcinoma a Cellule Renali a Cellule Chiare (ccRCC) € una neoplasia maligna
composta da cellule con citoplasma chiaro ed eosinofilo con una delicata rete
vascolare. Sono tumori della zona corticale con uguale frequenza di manifestazione
in entrambi i reni, la multicentricita e/o la bilateralita si ritrova in meno del 5% dei
casi (34). La multicentralita, come la bilateralita e la manifestazione in eta precoce,

sono caratteristici della sindrome ereditaria di Von Hippel-Lindau.

Il carcinoma a cellule chiare & tipicamente una massa globulare bozzoluta che si
espande dalla corticale; i limiti sono normalmente ben marcati da un “margine di
spinta” (pushing margin) e da una pseudo-capsula. Ha tipicamente un colore giallo,
dato dall’alto contenuto lipidico delle cellule. Sono comunque comunemente

presenti: cisti, aree necrotiche, emorragie e calcificazione (35,36).

Questo tumore ha una variegata architettura, si manifesta piu frequentemente con
strutture solide, alveolari o acinari. La fitta e sottile rete vascolare & un utile
strumento per il riconoscimento e la classificazione. Nella struttura alveolare non
sono presenti lumi, mentre & presente una cavita centrale piena di fluido sieroso
lievemente acidofilo o eritrociti nella struttura acinare. Queste due architetture

possono dilatarsi producendo microcisti e macrocisti.

Alla maggior parte dei tumori € associata una risposta infiammatoria, e solo

raramente puo essere presente infiltrato linfocitico o neutrofilo.

- Il Carcinoma a Cellule Renali a Cellule Chiare con Cisti Multioculari corrisponde a
circa il 4% dei carcinomi a cellule chiare. Affligge adulti di mezza eta colpendo
maggiormente i maschi rispetto alle femmine in un rapporto 1,2:1 a 2,1:1. E’ di
solito scoperto casualmente durante analisi effettuate per altre cause ed & quasi

sempre unilaterale (37-39)

Macroscopicamente il tumore € composto esclusivamente di cisti di dimensioni

variabili separate da setti sottili, piene di un fluido chiaro gelatinoso o sieroso. Le



cellule chiare possono essere scambiate per linfociti o istiociti, anche in questo caso

la vascolarizzazione & un importante strumento di analisi.

- Il Carcinoma a Cellule Renali Cromofobo & caratterizzato da grandi cellule pallide
con spessa membrana. Corrisponde a circa il 5% dei tumori epiteliali renali rimossi
chirurgicamente. Affligge in egual percentuale maschi e femmine tra 27-86 anni.

Esistono rare forme ereditarie (40).

Appare come un tumore solido, circoscritto, con una superficie lievemente lobulata,

ha un tono marrone che vira al grigio dopo fissazione in formalina.

Il tumore manifesta spesso zone di calcificazione e ampi setti fibrotici. A differenza
del Carcinoma a Cellule Chiare molti vasi hanno pareti spesse ed eccentricamente
ializzate, ovvero acquisiscono un aspetto vetroso e appaiono rifrangenti al
microscopio (questo accade a causa di un arricchimento di collagene), ispessendosi

e rigonfiandosi.

Nel tumore le grandi cellule poligonali con citoplasma chiaro sono comunemente

mischiate a cellule piu piccole con citoplasma granulare ed eosinofilo.

La variante eosinofila del carcinoma Cromofobo & completamente composta da
cellule altamente eosinofile con una membrana prominente (41). Le cellule hanno

poi nuclei irregolari e a volte sono binucleate.

1.3 La pathway di Notch nel RCC

La via di segnalazione di Notch & costituita da una famiglia di recettori
transmembrana e dai loro ligandi, da molecole con azione modulante e da fattori di
trascrizione. Notch e prodotto nel reticolo endoplasmatico sottoforma di precursore
e clivato poi nel Golgi dove sia la porzione intra che quella extracellulare subiscono
successive modificazioni A livello di superficie Notch € un recettore eterodimerico
che viene attivato in seguito al legame col ligando e questo innesca una serie di tagli

proteolitici ad opera delle metalloproteasi della famiglia ADAM, in corrispondenza
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del sito S2, e del complesso della y-secretasi (Presenilina, Nicastrina, Aphl e Pen2)

in corrispondenza del sito S3 (42,43).

Il clivaggio in S3 induce I'endocitosi della porzione extracellulare di Notch insieme al
ligando da parte della cellula segnalante, ed il conseguente rilascio del dominio
intracellulare NICD (Notch Intracellular Domain) e la traslocazione di questo nel

nucleo della cellula ricevente (44).

L’NICD nel nucleo scalza il co-repressore associato a Rbpj e cio porta all’attivazione

dei geni bersaglio di Notch (45) (Figura 1).

SnapShot: Notch Signaling Pathway

Ma. Xenia G. llagan and Raphael Kopan

Department of Molecular Biology and Ph logy, Washi University School of Medicine, St. Louis, MO 63110, USA
¥ o ——— L.
SIGNAL- (Ub) / NHCHELS \ Degradation
SENDING T ~ i
QELL Ub) \ Ligand back-signaling??? <-=seemmae.. ) _____ s 33%’7)
@ Ligand maturation Epalf ¥ )\ 5 N -~ - / b
NB3? Mo {Nour e b e i

PLASMAmss™"

MEMBRANE

[
Mib? '\
Neur? (Ub)

F3/contactin? A == jﬁ'??

& =] r! Soluble ligands?
F iga 1]
i ] o
& & Q AGTVE y-secretase
§ ) {PS, NCT, PEN2, APH1)
JAGGED b Nigand ADAM '
v
NOTCH = (@)Regulated proteolysis
& | |
| y-secretase / sS4
\«,‘ (PS, NCT, PEN2, APH1) m cleavage
=

Dynamin?
s Grumbs?

BLASMA
MEMBRANE

Chvumb
Qie-adaptin

A=Y
‘L(‘- (hak

(&) Cp-arrestin
DetteRyy (UD)
N Qs
U
’ s

4

SIGNAL- @mnmipnonal switch
RECEIVING & target gene expression

CELL

NUCLEUS BeNspear

oA General: Hes/Hey NRARP
CDK8 MAM Tissue-specific:
< SEL10 CSL e.q. M c, IL-4, Gata3 (T cell)
Vies7, Frig, Mesp2b (Somit a)\

b

N-glycosylation? /* g1
N-hydroxylation? " cleavage

A
O-glycosylation

Figura 1 - Via di segnalazione di Notch. Estratto e modificato da: ligan MX, Kopan R, Cell, 2007.

La via di segnalazione di Notch rappresenta un tipo di comunicazione cellula-cellula
che regola molti processi cellulari tra cui la proliferazione, il mantenimento della
staminalita, la differenziazione e I'apoptosi sia durante lo sviluppo che durante il
mantenimento del tessuto adulto (46). La risposta alla segnalazione di Notch varia
molto tra i differenti tipi cellulari: lo stesso segnale puo infatti promuovere la

proliferazione in alcune cellule e indurre apoptosi in altre (47-50). Questa plasticita
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di effetti si pud spiegare in parte attraverso il cross-talk con altre vie di segnalazione
e in parte puo essere dovuta alle diverse isoforme del recettore che possono avere

effetti anche molto diversi tra loro (51-53).

La pathway di Notch & fortemente attiva durante I'embriogenesi renale:
I'espressione dei recettori e dei suoi ligandi & stata ritrovata nei progenitori
podocitari, nelle cellule epiteliali del glomerulo e dei dotti collettori e nelle cellule
endoteliali (54-57). Da studi recenti sembra che Notch sia coinvolto nella
formazione dell’epitelio del tubulo prossimale e nello stabilire la composizione dei

dotti collettori determinando la percentuale di cellule principali e intercalari (58-61).

La pathway di Notch controlla anche la proliferazione e la differenziazione dei
progenitori renali (RPC). In alcuni esperimenti in vitro sul comportamento dei
progenitori renali nei disordini glomerulari & stato visto che I'attivazione di Notch
nelle RPC umane porta queste cellule ad entrare nella fase S del ciclo cellulare e alla
loro successiva divisione cellulare, mentre la sua down regolazione & essenziale per
la differenziazione delle RPC a podociti (62. Analogamente, l'inibizione della
pathway di Notch in un modello murino di glomerulosclerosi focale e segmentale
(FSGS) ha migliorato la proteinuria e ridotto il numero di podociti morti durante la
fase iniziale di danno, mentre ha indotto un peggioramento della proteinuria e una
riduzione della proliferazione dei progenitori renali durante la fase rigenerativa.
Questo dimostra che una regolata attivazione della pathway di Notch nelle RPC
durante la fase di differenziazione verso il lineage podocitario & fondamentale per

bilanciare il danno e la rigenerazione nei disordini glomerulari (62).

Pertanto si puo dire che Notch & un regolatore chiave coinvolto non solo nelle fasi di
embriogenesi renale ma anche nei processi rigenerativi agendo sulla proliferazione

e differenziazione dei progenitori renali.

E stato visto inoltre che la aberrante attivazione di Notch pud contribuire allo
sviluppo di alcuni tumori tra cui il melanoma, il glioma, il carcinoma mammario, il

carcinoma del colon e molti altri (63,64).
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Alcuni studi riportano che Notch1, Notch3 e Jaggedl sono altamente espressi nel
RCC e il bloccaggio del signalling puo bloccare la crescita del tumore (65,66). Inoltre
I'alta espressione di Jaggedl sembra essere legata ad un outcome peggiore (67).
Un’alta espressione dei ligandi Jagged1 e Delta-like4 ha dato prova di correlare con
un aumentato rischio di metastasi e una prognosi peggiore in pazienti affetti da
ccRCC (68,54). In un altro studio i ricercatori hanno esaminato i pattern di
espressione di Notchl, Notch2,Notch3 e Notch4 in campioni di RCC mediante la
tecnologia del microarray tissutale e hanno messo in luce che nelle forme di RCC
cromofobo I'espressione di Notchl risultava aumentata (69). Notchl potrebbe
quindi risultare utile come biomarker nella diagnosi differenziale dei vari sottotipi

istologici di RCC.

Un altro lavoro ha messo in luce come, in linee cellulari di carcinoma a cellule renali
a cellule chiare (ccRCC), la cascata segnalatoria di Notch risulti costitutivamente
attiva (70). Questi risultati indicano che la cascata segnalatoria di Notch potrebbe
rappresentare un nuovo e accessibile percorso terapeutico nel trattamento del
ccRCC. Questi risultati sono stati confermati anche dal gruppo di Hu J mostrando
che l'inibizione della via segnalatoria di Notch tramite il blocco di KRT6 porta alla

morte delle cellule di carcinoma a cellule renali in coltura (71).

Recentemente Zengh Liu e colleghi hanno suggerito di utilizzare I'analisi di
espressione di alcuni componenti della pathway di Notch come possibili marcatori
per la valutazione diagnostica e prognostica dei tumori renali (72). Dall’analisi che i
ricercatori hanno condotto e stato costruito un algoritmo (JIH score) che
rappresenta un indicatore prognostico indipendente sia per la sopravvivenza in
generale che per la sopravvivenza da recidive e si fissa come una strategia

alternativa per la ricerca di potenziali biomarker per le vie di segnalazione. (73).

L’analisi dei dati sui pRCC umani depositati nel The Cancer Genome Atlas (74) indica
una forte associazione tra livelli elevati di Notchl e una prognosi peggiore per i

pazienti.

Quindi si puo dire che I'aumento di Notch e dei suoi ligandi ha senz’altro un ruolo

nello sviluppo del pRCC.
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1.4 Il danno renale acuto

Il danno renale acuto (Acute Kidney Injury, AKI) € un’alterazione acuta della
funzionalita renale, causata da modifiche morfo-funzionali insorte a seguito del
danno, indipendentemente dalle cause scatenanti.

L’AKI € una condizione patologica molto frequente nella pratica clinica e resta
ancora un soggetto molto dibattuto nel mondo scientifico, non solo per quanto
riguarda la sua incidenza (dall’l al 31% di casi riportati) e la sua mortalita (dal 19
all’83%), ma anche per quanto riguarda I'identificazione dei metodi di trattamento e
prevenzione piu ottimali (75).

Il danno renale acuto viene normalmente classificato in base alla sede del danno e si
differenzia in:

- AKI pre-renale, causato da patologie che determinano un'insufficiente perfusione
del parenchima renale (55% dei casi di AKl), & la forma piu frequente di danno
renale acuto, ed & determinato da tutte quelle condizioni che causano una
diminuzione dell'afflusso di sangue al rene. E una forma reversibile se

tempestivamente trattato, in quanto non determina danno al parenchima renale.

- AKIl intrinseco, causato da un’alterazione della normale struttura anatomo-
funzionale del parenchima renale (circa il 40% dei casi). E’ determinato da un danno
diretto al parenchima renale che puo coinvolgere tutte le strutture presenti nel
nefrone. La regione del rene maggiormente colpita nella condizione ischemica, sia
nell'uomo che nel modello murino, & rappresentata dalla midollare esterna. Le
cause pil importanti di AKI intrinseco sono rappresentate dalla necrosi tubulare
acuta (76) e dalle glomerulonefriti, ma anche da altre patologie capaci di
determinare danni a livello parenchimale, come le nefriti (sia allergiche che

infettive) o le infiltrazioni neoplastiche (soprattutto leucemie e linfomi).

- AKI post-renale, determinato da malattie ostruttive del tratto urinario (circa il 5%
dei casi). L'ostruzione pud accumularsi a qualsiasi livello delle vie escretrici: pelvi
renale, ureteri, uretra e vescica.

Sperimentalmente I'AKI pud essere indotto nel modello animale tramite

ischemia/riperfusione o iniezione di composti con un effetto tossico diretto
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sull’epitelio tubulare. Quando si instaura un danno di questo tipo, Notch viene
riattivato e puo intervenire nei processi di differenziamento cellulare, proliferazione
e riparazione (77). Vari studi ormai mettono in luce che I'espressione di Notch
raggiunge alti livelli in un tessuto renale adulto in seguito a danno (78-93) e in modo
particolare durante la risposta del rene all’AKl (94,95). In particolare & stato
osservato che in un modello di danno da ischemia/riperfusione nel ratto,
I’espressione di Deltal, Notch2 e del loro bersaglio a valle Hes1 risulta aumentata

(96).

1.5.1 Cellule staminali tumorali

Il tumore si origina quando eventi genetici ed epigenetici determinano la perdita dei
sistemi di controllo del ciclo cellulare interferendo con il suo corretto svolgimento e
determinando il passaggio dallo stato di integrita allo stato di instabilita genomica.
Questa condizione e alla base della trasformazione cellulare in quanto favorisce la
progressiva acquisizione di nuove mutazioni. Per gran parte del XX secolo
I'iniziazione e la progressione dei tumori & stata spiegata attraverso il modello
stocastico secondo cui una cellula, o un gruppo di cellule, diventa tumorigenica in
seguito all’acquisizione di una mutazione somatica. L’'accumulo di mutazioni
genomiche causano alterazioni dei processi di controllo dei meccanismi di
proliferazione, portando ad una crescita sproporzionata della massa cellulare.
Inoltre alcune cellule tumorali riescono a sopravvivere ai sistemi di controllo del
sistema immunitario dell’ospite e i cloni cellulari predominanti sostengono la
crescita tumorale conservando la capacita di iniziare la tumorigenesi se impiantati in
topi immunodepressi. Secondo questo modello il tumore risulta composto da uno o
piu cloni con uguale grado di crescita e quindi tutte le cellule hanno la stessa
probabilita di iniziare a propagare la neoplasia. Tuttavia questo modello non tiene in
considerazione che i tumori sono morfologicamente e funzionalmente eterogenei e
non considera che per riformare un nuovo tumore & necessario un numero
abbondante di cellule. Questa osservazione & in contrasto con l'ipotesi che ogni

cellula della massa tumorale sia in grado di causare il tumore (97). Negli ultimi anni

15



e stato proposto un modello che, al contrario di quello stocastico, stabilisce che il
tumore possa originarsi da una popolazione rara di cellule, le cellule staminali
cancerose (cancer stem cell, CSCs). Questa popolazione é reperibile all’interno della
massa tumorale e possiede capacita di auto-rinnovamento e potenziale
differenziativo ed & in grado di ricostruire I'eterogeneita fenotipica e istologica del
tumore di origine se trapiantata in vivo (98,99). Le CSCs non sarebbero responsabili
solo dello sviluppo tumorale, ma anche dell’laumento dell’aggressivita, della
recidivita e delle metastasi (100). Alcuni autori hanno postulato che le CSCs derivino
da cellule staminali adulte mutate (101) o da cellule progenitrici presenti nel tessuto
adulto (102,103) sostenendo che tali cellule possano causare tumorigenesi
alterando le pathways che regolano 'autorinnovamento. Esse infatti utilizzano le
medesime vie di segnalazione coinvolte nel self-renewal delle cellule staminali
adulte, normalmente presenti nei tessuti, e sono responsabili del loro regolare
rinnovamento. Le prime evidenze della loro esistenza risalgono a degli studi degli
anni '90 sulla leucemia mieloide acuta (AML). Lapidot e colleghi dimostrarono che
solo una piccola popolazione di cellule tumorali leucemiche, con fenotipo
CD34+/CD38+, aveva la capacita di formare il tumore una volta inoculate in un topo
NOD/SCID (non-obese diabetic, severe combined immunodeficient) (104). Il
fenotipo di queste cellule era simile a quello delle cellule staminali normali
ematopoietiche, suggerendo quindi che esse potevano derivare da cellule staminali
adulte mutate (105). L'identificazione di cellule staminali leucemiche ha alimentato
nuove ricerche su altri tipi di tumore portando alla dimostrazione dell’esistenza di
CSCs anche nei tumori solidi. Al-Hajj e colleghi sono stati i primi nel 2007 a
identificare e isolare una sottopopolazione di cellule dal tumore al seno (106). Tali
cellule avevano la capacita, in vivo, di formare il tumore in topi immunodepressi
mentre la restante popolazione cellulare del tumore mostrava questa capacita solo
guando iniettata ad alte dosi. La popolazione di cellule tumorigeniche & stata
identificata sulla base di due marcatori di superficie. Iniettando cellule CD44+/CD24-
/low si formava il tumore mentre la popolazione con fenotipo diverso non era in
grado di formarlo. Risultati simili sono stati ottenuti nei tumori cerebrali (107). In
questo caso le cellule staminali tumorali erano positive per il marcatore CD133.

Negli anni risultati simili sono stati raggiunti anche con altri tipi di tumori, tra cui il
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tumore polmonare (108), il tumore del colon (109), il tumore dell’ovaio (110), del
pancreas (111), della prostata (112) e della tiroide (113). Linsieme di tutti questi
risultati ha quindi portato a favorire il modello delle cellule staminali tumorali

rispetto a quello stocastico.

1.5.2 Cellule staminali nel tumore renale

Sulla base di quanto osservato nelle forme tumorali in altri organi, si & cercato di
capire se anche le neoplasie renali e in particolare i carcinomi a cellule renali
possono originarsi da processi tumorigenici a carico di cellule staminali del tessuto
adulto o progenitori residenti nell’organo. Le CSCs sono state isolate e identificate
nel carcinoma a cellule renali nelluomo da tessuti tumorali solidi e sono state
allestite delle linee cellulari (114-116) usando sorting magnetico o citometria a
flusso sulla base dei marcatori CD133, CD24, CD105, ALDH1, Hoechst 33342 (117),
CD44 e CXCRA4. Sebbene il CD133 sia utilizzato comunemente come marcatore in
molti tumori (118,119), da solo non é sufficiente per I'identificazione delle CSCs nel
RCC (120). E stato osservato che nelle cellule di RCC le cellule CD133+, sebbene non
abbiano la capacita di generare tumori, hanno comunque un ruolo importante
nell’angiogenesi e quindi nel favorire la formazione di metastasi (121). E stato
chiarito che il CD133, CD24, CD105, Snail, Nanog, Twist, OCT-3/4, CRT2, BCL-2,
MDR1, KLF4 e altri sono marker di staminalita nelle CSCs di tumore a cellule renali
(117,120). Nel 2008 Bussolati e colleghi hanno proposto il CD105 come marcatore di
cellule staminali capaci di rigenerare il tumore RCC (122). | ricercatori hanno
osservato che, quando iniettate in topi SCID, solo le cellule CD105+, e non le CD105-
, mostrano proprieta tumorigeniche. La caratterizzazione dei cloni con fenotipo
CD105+ ha evidenziato che queste cellule mostrano molte proprieta delle cellule
staminali tra cui capacita clonogenica, espressione di Nestina, Nanog, Oct4, noti
marker di staminalita, e assenza dei marker differenziativi. Inoltre in vivo hanno
mostrato la capacita di generare carcinomi contenenti sia una popolazione di cellule
tumorigeniche indifferenziate CD105+ che una popolazione di cellule differenziate

non tumorigeniche CD105- (122). In seguito Dubinski e colleghi hanno proposto il
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CD105 come fattore prognostico negativo nel ccRCC (123) in quanto aumentati
livelli di espressione di questa molecola sono correlati con una ridotta
sopravvivenza dei pazienti. Schrader e colleghi hanno invece osservato
un’aumentata espressione del CXCR4 in alcuni campioni di RCC rispetto al tessuto
sano (124). Queste cellule mostrano caratteristiche osservate in CSCs di altre forme
tumorali tra cui resistenza agli inibitori delle tirosin-chinasi, capacita di crescere in
mezzi di coltura privi di siero e fattori di crescita, alti livelli di espressione di NANOG,
Oct4 e Sox2 (124). Anche questo marcatore puod avere un valore clinico per indicare

lo stadio del tumore.

Anche la glicoproteina di membrana CD44 é stata descritta come marcatore di
alcune forme tumorali. In particolare i carcinomi umani CD44+ risultano essere
altamente maligni e resistenti alla terapia e mostrano capacita metastatiche
(125,126). Negli RCC il CD44 indica che il tumore si trova gia in una fase invasiva e
metastatica e puo pertanto essere usato come marker prognostico per valutare lo
stato della malattia (127). Inoltre & stato osservato che la presenza dei macrofagi
nel tumore fa aumentare i livelli di espressione del CD44 in campioni di ccRCC, cosa
che potrebbe suggerire un ruolo dei macrofagi nell’induzione dell’espressione del

CDA44 da parte delle cellule tumorali (128).

Altri ricercatori hanno isolato CSCs da RCC tramite citofluorimetria mediante
individuazione della Side Population. Questa tecnica prevede I'utilizzo del colorante
Hoechst 33342 il quale viene estruso dalle cellule della side population grazie alla
presenza di trasportatori di membrana, mentre le altre cellule lo trattengono al loro
interno. La capacita di alcune cellule di estrudere questa molecola €& associata
spesso a cellule con caratteristiche staminali (130). Negli RCC circa il 6% delle cellule

esprimono questa caratteristica e parallelamente esprimono il CD105.

Recenti studi suggeriscono che anche [l'aumentata attivita della aldeide
deidrogenasi (ALDH) nelle cellule € una caratteristica delle CSCs (131). Questo
enzima sembra avere un ruolo importante nella maturazione delle cellule staminali,

high

convertendo il retinolo ad acido retinoico (132). Inoltre cellule ALDH™™®" isolate da
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RCC mostrano capacita clonogenica, auto rinnovamento e una marcata espressione

dei marcatori Oct4, Nanog, Pax2 e una maggior tumorigenicita in vivo (133).

Evidenze scientifiche suggeriscono che la pathway di Notch pud promuovere la
proliferazione, il differenziamento, I'angiogenesi e la migrazione delle cellule

staminali tumorali (CSC) in varie forme tumorali (134-136).

Comunque, sebbene le CSCs del RCC siano state identificate, il profilo di espressione
della pathway di Notch in queste cellule e il suo possibile coinvolgimento nel

mantenimento della staminalita di queste cellule rimane da chiarire.

1.6 Cellule staminali renali nel danno renale acuto (RPC E TEC)

Il rene condivide con la maggior parte degli organi la capacita di rigenerare le

strutture di cui e costituito, quando sottoposte a diversi tipi di danno (137-142).

L'identificazione delle cellule staminali nel rene ha, tuttavia, presentato notevoli
difficolta (143-149): & stato infatti proposto che la riparazione delle strutture
soggette al danno potesse essere sostenuta da quattro meccanismi (Figura 2), 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 sarebbero in grado di proliferare
e produrre cellule figlie identiche a loro stesse oppure andare in contro ad un
processo di de-differenziazione, cui seguirebbe un nuovo differenziamento in
diverse linee cellulari.

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 i tipi cellulari necessari per il ripristino dell’integrita del nefrone.
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Figura 2. Possibili meccanismi coinvolti nel processo di rigenerazione renale. Modificato da Oliver JA,
Curr Opin Nephrol Hypertension,2004;13:17-22

Nonostante I'estrema complessita anatomica e funzionale dell’organo, studi recenti
effettuati sul’'uomo hanno portato all’identificazione e alla caratterizzazione di una
popolazione staminale localizzata nella capsula di Bowman (149). Tali cellule sono
state individuate grazie all’espressione del CD24, una molecola di superficie
utilizzata precedentemente per identificare altri tipi di cellule staminali umane, e
del CD133, un marker comune alle cellule staminali ematopoietiche e ad altri tipi di
cellule staminali adulte. La popolazione individuata CD133+CD24+ rappresenta
cellule epiteliali parietali (parietal epithelial cell, PEC) e risulta selettivamente
localizzata al polo urinario della capsula di Bowman. Questa popolazione é
caratterizzata anche dalla mancata espressione dei marcatori specifici di lineage,
dall’espressione dei fattori di trascrizione caratteristici delle cellule staminali
multipotenti (Oct-4 e Bml-1), e mostra, come le altre popolazioni staminali, capacita
di self-renewal, efficienza clonogenica e potenziale multidifferenziativo (150,151).
La scoperta dei progenitori CD24°CD133" e la loro specifica localizzazione al polo
urinario della capsula di Bowman del rene adulto, I'unica regione del nefrone in
continuita sia con le strutture tubulari che con i podociti glomerulari (149),
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. Inoltre, iniettate per via

endovenosa in topi SCID (Severe Combined Immunodeficiency) affetti da
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insufficienza renale acuta, queste cellule si sono dimostrate in grado di rigenerare
strutture tubulari in differenti porzioni del nefrone con un conseguente notevole

miglioramento della funzione renale (149).

Nell’'uomo e stato dimostrato che le cellule CD133+CD24+ rappresentano a tutti gli
effetti una popolazione eterogenea e gerarchica di progenitori caratterizzata da una
precisa organizzazione tissutale e con la capacita differenziativa e rigenerativa in
differenti strutture renali (152). Queste cellule, oltre a esprimere elevati livelli dei
marcatori CD133 e CD24, sono anche negative per l|'espressione di marker
podocitari, come la podocalixina (PDX) e mostrano un’elevata capacita clono genica
e differenziativa sia in senso tubulare che podocitario (Figura 3). Al contrario, le
cellule localizzate a livello intermedio tra il polo urinifero e quello vascolare e
caratterizzate dal fenotipo CD24°CD133*PDX’, borderline tra quello del progenitore
e quello podocitario, hanno una capacita clonogenica decisamente minore 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°CD24°PDX"), con cui condividono anche caratteristiche funzionali di cellule
post-mitotiche: non sono in grado di dare origine a cloni e possono essere
mantenute in coltura solo per pochi giorni in appositi medium, in accordo con la

loro natura di cellule terminalmente differenziate.
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Figura 3. Distribuzione gerarchica dei progenitori renali in un glomerulo umano adulto. | progenitori
€D24'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 con cellule che mancano dell’espressione di
markers di progenitori ma che risultano positive per I'espressione di quelli di podociti maturi (blu).
Sono rappresentate anche le cellule endoteliali (in giallo) e le cellule mesangiali (in verde). [da
Romagnani P, Stem Cells,2009,27(9): 2247-2253].

Successivamente Angelotti e colleghi hanno distinto i progenitori CD24°CD133" in
due popolazioni in base all’espressione della molecola CD106 (153). | ricercatori
hanno identificato una popolazione CD24°CD133*CD106" localizzata al polo urinario
di un rene umano sano e una popolazione di cellule CD24"CD133*CD106  localizzata
nel tubulo prossimale e nel tubulo convoluto distale (Figura 4). Le cellule
CD24'CD133'CD106" mostrano un alto tasso proliferativo e sono in grado di
differenziare sia verso il lineage podocitario che tubulare. Per contro, le cellule
CD24'CD133'CD106 mostrano un tasso proliferativo pit basso e un fenotipo gia

commissionato al lineage tubulare (153). Rispetto alle altre popolazioni cellulari del
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rene, entrambe queste popolazioni mostrano un’alta resistenza all’apoptosi e
iniettate in topi SCID affetti da danno tubulare acuto sono in grado di generare
nuove cellule tubulari e promuovere un miglioramento della funzione renale (153).
Cio conferma che il fenotipo di queste cellule & distinto da quello di cellule tubulari

differenziate, almeno nell’'uomo.

podocyte
progenitors

renal progenitors

of Bowman'’s capsule
(CD133+CD24+CD106+)

Figura 4. Rappresentazione schematica dell’ipotetica risposta ad un danno da parte dei progenitori
renali commissionati verso il lineage tubulare. In seguito ad un danno renale acuto, le cellule tubulari
differenziate (in giallo) vengono esposte ad agenti pro-apoptotici, mentre i progenitori tubulari (in
arancio) sopravvivono. Questi progenitori tubulari potrebbero proliferare e differenziare in seguito a
danno acuto per rimpiazzare le cellule morte. [modificato da Angelotti ML et al. Stem Cells
2012;30:1714-1725].

Anche Lindgren e collaboratori, sulla base dell’attivita dell’aldeide deidrogenasi
(ALDH) (caratteristica degli elementi staminali/progenitori), hanno isolato una
popolazione di cellule a carattere di progenitori che risulta sparsa nei tubuli
prossimali di tessuti renali umani adulti (154). Queste cellule esprimono il CD24 e
CD133 e risultano positive per la citocheratina 7, citocheratina 19, gene
antiapoptotico BCL-2, la molecola MYOF e per la vimentina. In biopsie di pazienti
affetti da necrosi tubulare acuta in restituzione, le cellule CD133+Vimentina+
proliferano, lasciando presupporre che tali cellule rappresentino una popolazione di

cellule progenitrici.
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Se la caratterizzazione dei progenitori renali nell’'uomo ha ricevuto molti contributi
ed € ora univocamente chiarita, il dibattito scientifico circa la loro identificazione e
caratterizzazione in modelli murini & ancora aperto. Per non cadere in erronee
interpretazioni bisogna considerare che nel topo e nelluomo le popolazioni
staminali non sono individuate dai medesimi marker e anche la loro espressione e
distribuzione temporale potrebbe essere differente (155). Lasagni et al., utilizzando
sistemi di lineage tracing, hanno messo in evidenza una sottopopolazione di
progenitori renali (Renal Progenitor Cells, RPC) nel rene murino adulto caratterizzati
dall’espressione della molecola Pax2, che nell’'uomo colocalizza con il CD133
espresso dalle RPC (156). Le cellule Pax2+ rappresentano la controparte murina
delle RPC umane all’'interno della capsula di Bowman e circa I'8-10% del totale dei
podociti nel topo adulto deriva dalle Pax2+ PEC (157). Negli animali adulti le cellule
Pax2+ rimangono localizzate all'interno della capsula di Bowman dei glomeruli
sottocapsulari e solo nel 30% dei glomeruli iuxtamidollari, in linea con quanto
osservato in studi precedenti (158). Gli autori hanno dimostrato che in un modello
di danno podocitario questa popolazione € in grado di influenzare I'outcome della
malattia (157). In particolare la remissione da proteinuria risulta associata alla
rigenerazione da parte delle RPC nel 5-10% dei podociti totali (157). Poiché la
sindrome nefrosica negli animali causa dal 15 al 20% di perdita podocitaria, si puo
dire che la rigenerazione osservata da Lasagni e colleghi ha interessato circa un
terzo dei podociti persi. Nei topi che invece avevano sviluppato proteinuria
persistente e CKD la rigenerazione era irrilevante. Il modello utilizzato ha permesso
di stabilire che le Pax2+ della capsula sono la fonte della rigenerazione podocitaria
in seguito a danno glomerulare e che questa molecola si rivela essere un buon

marcatore per identificare la popolazione dei progenitori nel topo.

Successivamente Lazzeri e colleghi hanno identificato le cellule Pax2+ anche in varie
porzioni del tubulo renale, in particolare esse rappresentano I'1.6% * 0.5% delle
cellule megalina+ nei segmenti S1 e S2 del tubulo prossimale, il 9.8% + 0.9% delle
cellule AQP1+ nel tratto S3 e il 12.3% + 1.2% delle cellule THP+ nel tubulo distale
(159). In un modello di AKI sperimentale queste cellule Pax2+ hanno mostrato

un’aumentata sopravvivenza e proprieta clonogeniche in seguito al danno. Il
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segmento che maggiormente viene colpito in seguito ad AKI & il segmento S3 del
tubulo prossimale (160) ed & in questo tratto che i ricercatori hanno riscontrato una
attivita piu sostenuta delle cellule Pax2+. Queste cellule mostrano attivita
clonogenica e sono in grado di formare cloni composti da cellule di un solo colore
che si estendono fino a 10 cellule. In particolare il maggior contributo di queste
cellule e stato apprezzato a 30 giorni di distanza dall’evento ischemico. Questo
dimostra che in corso di AKI i progenitori Pax2+ mostrano un’aumentata
sopravvivenza e capacita di intraprendere una mitosi (a differenza delle altri classi di
cellule epiteliali tubulari, TEC), sono la popolazione che maggiormente si arricchisce,
sia attraverso un’aumentata resistenza allo stress che tramite espansione clonale, e
sono responsabili della rigenerazione dei segmenti tubulari necrotici in seguito ad

AKI (159).

1.7.1 Modelli murini per lo studio dei tumori

Nell’ultimo decennio sono stati sviluppati decine di nuovi modelli animali
transgenici per permettere un piu fine studio delle gerarchie e delle dinamiche
cellulari, in condizioni fisiologiche e patologiche. Questi nuovi strumenti di studio
permettono di capire in vivo quale sia I'effetto della delezione o dell’attivazione di
un dato gene, in uno specifico tipo cellulare, e di correlarlo ad uno preciso fenotipo.
Forniscono inoltre la possibilita di selezionare e studiare fasi specifiche dello

sviluppo o dei processi di danno e riparazione del tessuto (161-164).

1.7.2 | sistemi inducibili Tet-On

Questi modelli prevedono l'introduzione, nel genoma animale, di un promotore, di
un sistema reporter e di un terzo transgene che permette una regolazione
temporale oltre che spaziale. Mentre nei modelli “costitutivi” (chiamati cosi per
contrapposizione) la ricombinazione genetica che porta all’ espressione del gene
reporter avviene in ogni cellula, in qualsiasi momento della sua vita o in qualsiasi

condizione dovesse esprimere il promotore cellula-specifico, nei modelli inducibili e
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I'operatore a scegliere da quando far avvenire I'evento ricombinativo, tramite la
somministrazione di molecole esogene che agiscono da induttori. Appartengono a
questa categoria i sistemi regolati da tamossifene (CreER'), o i sistemi regolati da
tetraciclina (Tet) (162,165).

Nei sistemi controllati da tetraciclina, il promotore cellula-specifico induce
I’espressione del fattore trascrizionale reverse tetracycline-controlled transactivator
(rtTA). Quando all’animale viene somministrata la Doxiciclina essa si leghera al
fattore rtTA attivandolo e rendendolo in grado di legare la sequenza del transgene
Tet (Tetracycline-controlled transcriptional activation-elements), determinando cosi
I'espressione della Cre ricombinasi codificata subito a valle degli elementi Tet, e
marcando cosi cellula (Figura 5B). | sistemi inducibili permettono, quindi, di marcare
il pool cellulare di interesse solo durante la finestra di somministrazione
dell'induttore, rendendo impossibile qualsiasi nuovo evento di ricombinazione
genetica in seguito alla rimozione della molecola, anche qualora la cellula in oggetto
fosse promotore-positiva. E’ cosi possibile marcare solo le cellule desiderate, e solo
nel momento richiesto in base all’end point sperimentale. | sistemi regolati dalla
tetraciclina sono abbastanza robusti nel topo ma hanno lo svantaggio di richiedere
3 alleli separati e quindi una strategia di breeding piu complessa.

Affinche il gene reporter si attivi solo nelle cellule d’interesse € necessario scegliere
promotori che siano cellula-specifici. Come promotori vengono selezionati geni
espressi solo ed unicamente dal tipo cellulare d’interesse, e i transgeni vengono
trascritti in maniera analoga a quanto la cellula farebbe fisiologicamente. I
transgene promotore porta al suo interno una modifica nella sequenza con le
informazioni utili a produrre delle proteine, comunemente detti enzimi di
ricombinazione, che agiscono come attivatori delle altre componenti transgeniche.
La specificita del promotore consente l'attivazione dei reporter a livello di una
popolazione specifica o anche di una singola cellula (162,156).

L’enzima di ricombinazione €& in grado di modificare in maniera irreversibile la
sequenza acidonucleica del transgene reporter inducendone I'espressione. Cre
ricombinasi-LoxP € il sistema piu usato. Esso si basa sull’azione dell’enzima Cre
ricombinasi (causes recombination of the bacteriophage P1 genome) e sulla sua

capacita di riconoscere una sequenza nucleotidica di 34 paia di basi che prende il
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nome di sito LoxP (locus of X-over P1) (165,166). Quando due siti LoxP con lo stesso
orientamento vengono riconosciuti dalla Cre ricombinasi, la sequenza di DNA
interposta tra i due siti viene eliminata e le estremita vengono ricongiunte (166)
(Figura 5A). In seguito alla delezione operata dalla Cre ricombinasi, il reporter verra
svincolato dallo stop e potra essere espresso dalla cellula e da tutta la sua progenie
(Figura 5A). Essendo infatti la modifica al DNA irreversibile, I'espressione del
reporter sara ereditata da tutte le cellule figlie, rendendo possibile Ia
guantificazione della progenie derivata da una singola cellula, e il loro

comportamento in condizioni fisiologiche e patologiche (165).
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Figura 5. Rappresentazione schematica dei meccanismi esposti. Ogni linea rappresenta un differente
ceppo transgenico murino che deve essere incrociato con gli altri affinché si possa ottenere il
modello desiderato nella sua completezza. A - Il promotore cellula-specifico controlla direttamente
I'attivita della Cre ricombinasi creando cosi un modello costitutivo. Quando il promotore sara
attivato la Cre ricombinasi sara espressa ed avra accesso ai siti LoxP, rimuovendo cosi la cassetta di
Stop floxata tra due siti LoxP. Questo evento ricombinatorio svincola la sequenza della GFP dal sito di
Stop, permettendo la sua espressione. B - Modello inducibile basato sul fattore trascrizionale rtTA, il
quale e costitutivamente espresso in forma inattiva nelle cellule positive al promotore scelto. Il
legame con la Doxiciclina permetterebbe il legame della rtTA alle sequenze TetO (Tetracycline-
Controlled Transcriptional Activation-On) che controllano I'espressione della Cre ricombinasi,
attivando cosi i meccanismi ricombinatori gia descritti in A e B. Estratta e modificata da: Lombardi D
et al., Stem Cells Int., 2015.
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1.7.3 | fattori di trascrizione Pax2 e Pax8

Durante la maturazione del rene, le cellule sono regolate da un’intricata rete di
molecole a loro volta prodotte da un limitato numero di fattori trascrizionali chiave.
Tra tutti i fattori trascrizionali, quelli della famiglia Pax (Paired Box) giocano un ruolo
fondamentale nell'induzione e nello sviluppo, nella morfogenesi e differenziamento
del nefrone. La mancanza di funzionalita dei geni Pax si traduce in gravi difetti del
sistema urogenitale generalmente definite come patologie CAKUT (Congenital
Anomalies of the Kidney and Urinary Tract).

Le proteine Pax sono un gruppo di fattori di trascrizione che agiscono generalmente
nell’organogenesi (167). Sia nellluomo che nel topo la famiglia di proteine Pax
comprende 9 membri che sono associati all’organogenesi e al mantenimento dello
stato di pluripotenza delle popolazioni staminali durante lo sviluppo e sono
caratterizzati dalla presenza di un paired domain per il legame al DNA (168). Vicino
al paired domain le proteine Pax 3, 4, 6 e 7 hanno un omodominio completo,
mentre le proteine Pax 2, 5 e 8 hanno solo un omodominio parziale. Questi due
domini proteici insieme garantiscono il legame specifico al DNA (169). Tutti i
membri della famiglia, fatta eccezione per Pax 4 e 6 contengono un ottapeptide che
agisce come modulatore dell’interazioni proteina-proteina (170). Tutte queste
proteine hanno poi in corrispondenza del C-terminale un domino di trans
attivazione ricco di serine/treonine che suscita I'attivita trascrizionale (171).

Pax2 e Pax8 sono i primi marker specifici del lineage renale e i soli a essere poi
espressi nel rene maturo. Nel rene umano adulto Pax8 & espresso dalle cellule
epiteliali renali, nelle cellule epiteliali della capsula di Bowman e nella regione
midollare (172) ed ¢ in grado di attivarsi in tutte le cellule differenziate dei tubuli
renali. Pax2 e invece implicato nelle fasi cruciali dello sviluppo del rene (173) dove &
espresso inizialmente nelle cellule della gemma ureterale e del mesenchima
indotto, per poi essere down-regolato nel momento in cui i tubuli mesonefrici
emergenti interferiscono con i capillari nascenti per formare I'apparato di filtrazione
glomerulare (174,175). Nel rene murino adulto I'espressione di Pax2 é stata
ritrovata a livello dei progenitori renali localizzati a livello della capsula di Bowman e

lungo varie porzioni tubulari (157,159). Nel sistema inducibile Tet-On, il Pax8, usato
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come promotore, consente di evidenziare tutte le cellule tubulari, mentre il Pax2

soltanto i progenitori renali.

1.7.4 Il transgene Notchl

Come precedentemente detto Notch & implicato in moltissimi processi fisiologici e
patologici. Per studiarne I'effetto & stato scelto di utilizzare un transgene con una
forma ingegnerizzata di Notchl. Questo produrra il dominio intracellulare NICD
sprovvisto del dominio PEST al C-terminale. Il segnale di Notch1 sara quindi attivo in
modo scoordinato dalla via canonica, I'attivazione sara costitutiva e avra una piu
lunga emivita, in quanto sara riconosciuto piu difficilmente dal proteasoma.
Mutazioni nel dominio PEST che possono condurre allo sviluppo di neoplasie sono
state trovate nella Leucemia Linfoblastica Acuta a cellule T (T-ALL), nel Carcinoma
polmonare non microcitico (NSCLC) e nel Cancro al Seno (176-178).

Tramite l'utilizzo di questo transgene € possibile studiare I'effetto della presenza

continua di Notch nelle cellule dell’epitelio tubulare renale.

1.7.5 Sistemi basati sul lineage tracing

| sistemi definiti di lineage tracing rappresentano un importante strumento nelle
mani dei ricercatori per tracciare il contributo di varie popolazioni cellulari ai
processi di sviluppo, omeostasi e rigenerazione in seguito a un danno e permettono
di studiare come differenti pool cellulari si interfacciano ed interagiscono tra loro in
varie condizioni sperimentali (162). In un esperimento di lineage tracing una cellula
e identificata in base all’espressione di un gene reporter che viene inserito nel
genoma dell’animale. Se questa cellula si divide, I'espressione del reporter si
trasferisce a tutta la progenie e il destino delle cellule marcate puo essere seguito
facilmente (166).

| transgeni reporter sono solitamente proteine fluorescenti e garantiscono una
sensibilita ed una specificita di vari ordini di grandezza superiore rispetto alle

tecniche precedenti, come ad esempio quelle che utilizzavano la proteina B-
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galattosidasi, o tecniche basate sull’'uso di anticorpi, che comportavano notevoli
limiti (come il rischio di legami aspecifici). Un vantaggio ulteriore dei reporter
fluorescenti, prima non consentito, risiede nella possibilita di poter marcare
eventuali cellule figlie in caso di divisione cellulare, le quali avranno lo stesso colore
della cellula madre, permettendo cosi un analisi di tipo clonale (156). Le analisi di
lineage tracing rendono possibile non solo tracciare eventuali espansioni clonali
dovute ad eventi rigenerativi o proliferativi, ma anche ottenere informazioni
sull’estensione della duplicazione della popolazione marcata e capire lo stato
differenziativo di una cellula sia basandosi sull’espressione di determinati geni che
per effetto posizionale (162,179).

Grazie al lineage tracing possiamo avere informazioni circa il comportamento di una
cellula sia nei tessuti post-natali che in fase di sviluppo, questo grazie anche ai
modelli inducibili, basati sul sistema Tet-On, grazie al quale e possibile indurre
I’espressione di una molecola in un preciso momento temporale e seguire il suo
destino nel tempo.

Nell’ultimo decennio l'introduzione dei reporter multicolore ha fortemente
incrementato I'output di dati derivanti dalle analisi di lineage tracing. Tra i reporter
multicolore maggiormente impiegati troviamo il sistema Confetti, chiamato anche
Rainbow, sviluppato nel 2007 da Livet et al (180-182), e modificato da Clevers et al.
che lo hanno semplificato a soli 4 colori (181). Questo reporter permette
I’espressione casuale di uno tra quattro fluorofori: GFP (Green Fluorescent Protein),
RFP (Red Fluorescent Protein), YFP (Yellow Fluorescent Protein) e CFP (Cyan
Fluorescent Protein) grazie all'impiego di varianti incompatibili dei siti LoxP (LoxP e
PLox) poste in maniera alternata con orientamento invertito (5’23’ e 3'2>5’), dove i
geni reporter sono posti in tandem tra tali siti con orientamento opposto (5’23 e
3’>5’). In questo modo & possibile ottenere delle excisioni (se la Cre ricombinasi
lega due siti LoxP) o delle inversioni di sequenza acidonucleica (se la Cre
Ricombinasi lega un sito Loxp ed un PLox) mutualmente esclusive dei transgeni
reporter, evento che forza le cellule ad acquisire in maniera stabile solo uno tra i 4
colori possibili (Figura 6) (180). La casualita di ricombinazione consente di marcare
le cellule con differenti fluorofori, permettendo ai sistemi costruiti con il reporter

Confetti di rendere evidenti in maniera univoca le espansioni clonali derivanti da
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una singola cellula madre: queste appariranno difatti come cluster continui di
cellule dello stesso colore (162,166).

Inoltre, poiché cellule adiacenti saranno presumibilmente e statisticamente
marcate con differenti fluorofori, il transgene Confetti permette non solo lo studio
di piu cellule staminali nel contesto della nicchia di residenza, ma consente anche di
dissettare come differenti effetti posizionali all'interno della nicchia stessa possano
influire sulla capacita differenziativa e sul destino di cellule staminali o progenitori,

sia in condizioni fisiologiche che patologiche (165,181,182).

LoxP pLox

pLox pLox Plox

Cre recombinase Cre recombinase

Cre recombinase Cre recombinase

Figura 6. Rappresentazione schematica del sistema reporter Confetti. Al centro, il costrutto
transgenico completo prima di eventi ricombinativi. In basso, le excisioni eliminano alcuni dei geni
reporter portando la cellula verso una data colorazione. In alto, le inversioni si basano sui siti PLox e
sono impiegate per invertire il costrutto, o parti di esso, cosi da favorire I'una o l'altra colorazione
della cellula (la Cre ricombinasi inverte quei segmenti floxati tra due siti Lox posti con orientamento
testa-a-testa). Sia i segmenti excisi che quelli invertiti possono continuare ad essere invertiti finché vi
sia attivita della Cre ricombinasi, dal momento in cui i siti LoxP sono rimossi dall'evento
ricombinatorio, mentre i PLox no. Di conseguenza, questo sistema reporter necessita di modelli
inducibili in quanto solo la rimozione dell'induttore & in grado di stabilizzare la colorazione di una
data cellula. Estratta e modificata da: Lombardi D et al., Stem Cells Int., 2015.

1.8 Modello murino di RCC: il topo Pax8/NICD1

In uno studio antecedente a questa tesi, per verificare se |'overespressione di

Notchl potesse innescare tumorigenesi del RCC & stata creata la linea murina
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transgenica Pax8.rtTA;TetO.Cre;R26.NICD1.GFP (Pax8/NICD1). Questa linea murina
presenta una overespressione inducibile della porzione intracellulare del gene
Notchl (NICD1) nelle cellule epiteliali tubulari positive per Pax8 (Figura 7A,B). Gli
animali sono stati valutati a 12, 24 e 36 settimane di distanza dall'induzione del
transgene (Figura. 7C). Come osservato in studi precedenti, i livelli di azotemia
(blood urea nitrogen, BUN) hanno rivelato un progressivo declino della funzione
escretoria del rene nei topi Pax8/NICD1 indotti rispetto ai topi di controllo non
indotti (Figura.7D). In particolare la presenza del transgene NICD1 in omozigosi o in
eterozigosi non ha influenzato i livelli di BUN (Figura7D) suggerendo che la
progressione della malattia renale cronica (chronic kidney disease, CKD) é
indipendente da un ulteriore aumento dei livelli di NICD1. Pesi e volumi dei reni
sono risultati significativamente piu alti e aumentati nel tempo nei topi indotti
Pax8/NICD1 (Figura7 E, F). L'analisi istologica ha rivelato lesioni non tumorali tra cui
i cambiamenti cistici (Figura 7G), con o senza iperplasia epiteliale o
sovraffollamento a singolo strato, nonché tumori (Figure 7H e 71). In particolare, i
reni dei topi Pax8 / NICD1 hanno sviluppato numerose lesioni papillari nella
corteccia e nella porzione esterna della midollare esterna che sono aumentate in
numero e complessitd nel tempo (Figure 7H e 7l). E interessante notare che in
alcuni topi sono state anche osservate aree di lesioni displastiche a cellule chiare
(ccDLs; Figura 7K) positive per l'anidrasi carbonica IX (CAIX), mentre le lesioni
papillari erano CAIX negative (Figura 7L). | topi di controllo Pax8/NICD1 non indotti
non hanno sviluppato CKD, renomegalia o altre lesioni fino a 36 settimane di eta
(Figura 7J). Questi risultati suggeriscono che la overespressione di Notch nelle
cellule epiteliali tubulari determina non solo la CKD, ma anche lesioni multiple tra

cui RCC di tipo papillare.
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Figura 7. La overespressione di NICD1 nelle TEC induce tumori papillari, ccDL e CKD.

(A) Schema raffigurante il modello di topo triplo transgenico Pax8.rtTA; TetO.Cre; R26.NICD1.GFP
(Pax8/NICD1). (B) Immagine confocale rappresentativa della colorazione GFP (verde) in una sezione
renale del topo Pax8/NICD1 indotto (n = 4). DAPI (bianco) contro i nuclei di contrasto. Falloidina
(rosso) colora l'actina filamentosa (F-actina). Bar = 25 um. (B ') Dettaglio di (B). (C) Schema
sperimentale. (D) Misure di azotemia nel sangue (BUN) nel tempo in topi non indotti (n = 10) contro
indotti (n = 26) Pax8/NICD1. Gli animali indotti sono stati ulteriormente divisi in Pax8/NICD1 +/- (n =
10) e Pax8/NICD1 +/+ (n = 5). | dati sono media + SEM. Il test di Mann-Whitney non & risultato
significativo tra Pax8/NICD1 +/- e Pax8/NICD1 +/+ in ciascun punto temporale, il valore tra i topi non
indotti e i topi Pax8/NICD1 +/- o Pax8/NICD1 +/+ sono indicati nel grafico, ** p< 0,01, *** p<0,001,
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*¥*** pn<0,0001. Il significato statistico di ANOVA per confronti multipli tra i vari punti temporali
indica un significato globale per entrambi i topi Pax8/NICD1 +/- (p0,0001) e Pax8/NICD1 +/+ (p =
0,042). (E) Peso del rene, espresso come percentuale del peso corporeo totale, di topi Pax8 / NICD1
non indotti verso gli indotti a 12, 24 e 36 settimane (n = 8 per ciascun punto temporale e per ciascun
gruppo). La significativita statistica & stata calcolata attraverso il test di Mann-Whitney tra i gruppi in
ciascun punto temporale come indicato nei grafici. * p <0,05, ** p <0,01. (F) Volume del rene in cm’
di topi Pax8 / NICD1 non indotti vs indotti a 12, 24 e 36 settimane (n = 8 per ciascun punto temporale
e per ciascun gruppo). La significativita statistica e stata calcolata dal test di Mann-Whitney tra i
gruppi in ciascun punto temporale come indicato nei grafici. ** p <0.01. (G) Indice cistico di topi
Pax8/NICD1 indotti a 12, 24 e 36 settimane (n =7 a 12 settimane, n =5 a 24 e n = 5 36 settimane). La
significativita statistica & stata calcolata tramite ANOVA per confronti multipli con I'analisi post hoc di
Bonferroni tra 12, 24 e 36 settimane. * P <0.05. (H, 1) Immagini giustapposte di colorazione con
ematossilina ed eosina (H & E) di sezioni renali di topi Pax8/NICD1 indotti a 12 settimane (H, n = 10)
e 36 settimane (I, n = 15). Le frecce (in nero) indicano lesioni di natura proliferativa. Bar = 75 um. (J)
giustapposizione di immagini H & E di sezioni renali di mouse Pax8/NICD1 non indotto a 36
settimane (n = 10). Bar = 75 um. (K) Sezioni istologiche rappresentative di aree con cellule chiare con
atipia severa. H & E Bar = 25 um. (L) Immagine rappresentativa di ccDL CAIX positiva (in marrone).
L'asterisco indica un tumore papillare rappresentativo CAIX negativo. Bar = 25 um. | dati sono media
+ SEM.
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2- PROPOSTA DI TESI

La lesione tissutale e un cofattore importante per molti tipi di cancro (183-185). Nel
rene, alcuni studi epidemiologici hanno trovato un'associazione tra RCC e malattia
renale cronica (CKD) (186-189). Tuttavia, i possibili legami patogenetici tra il danno
tissutale e il RCC rimangono ancora da esplorare. Studi condotti su campioni di
tessuti umani negli ultimi anni hanno suggerito che I'eterogeneita del RCC ¢ elevata
e hanno evidenziato il contributo fondamentale delle pathways correlate all'ipossia
alla sua patogenesi (190,191). Tra I'82 e il 92% dei tumori a cellule chiare RCC
(ccRCC) presentano inattivazione biallelica del gene Von Hippel-Lindau (VHL).
Tuttavia, i topi con knockout di VHL in maniera specifica in cellule epiteliali renali
non hanno sviluppato ccRCC (192) sostenendo che la formazione di ccRCC richiede
altri fattori oltre alla delezione di VHL (193). Coerentemente, in studi recenti hanno

generato ccRCC, aggiungendo l'iperattivazione di Notch ai topi knockout per VHL.

La pathway di Notch ha un ruolo critico nelle lesioni renali e nella riparazione
(62,194-197), in particolare durante il danno renale acuto (AKI) (96,198), e
I'iperespressione di Notch & stata riportata in pazienti con ccRCC (199,200) e pRCC
(201,202). 1l coinvolgimento di queste pathway nella patogenesi del cancro renale
chiama in questione il ruolo del possibile episodio di AKI, in particolare quelli
secondari al danno da ischemia-riperfusione (IRI) che coinvolgono anche

I'iperattivazione di Notch, nella patogenesi del cancro renale.

Pertanto, per studiare la formazione di RCC e il ruolo dell’AKI nello sviluppo di RCC,
abbiamo allestito un modello di topo transgenico condizionale che sviluppa tumori
degli istotipi papillare e a cellule chiare ad alta frequenza, per consentire il lineage
traccing e l'analisi clonale di RCC. Abbiamo pertanto ipotizzato che: 1. L'AKI puo
promuovere lo sviluppo di RCC attivando vie di segnalazione coinvolte nel danno e
nella riparazione di cellule epiteliali tubulari. 2. differenti istotipi di RCC possono

derivare da differenti sottotipi di cellule epiteliali tubulari.
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3- MATERIALI E METODI

3.1 Modeling degli animali transgenici

I topi Pax8.rtTA;TetO.Cre;R26.NICD1.GFP (Pax8/NICD1) e
Pax8.rtTA;TetO.Cre;R26.Confetti  (Pax8/Confetti) sono stati sviluppati nel
background C57BI/6 dall'incrocio di un topo Pax8.rtTA (B6.Cg-Tg(Pax8-
rtTA25*M2)1Koes/J) con il ceppo TetO.Cre B6.Cg-Tg(TetO-Cre)llaw/J entrambi
acquistati dalla Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, USA). | topi doppio-transgenici

sono stati quindi incrociati con il ceppo NICD1 Gt(ROSA)26Sor™? (Notehl) Dam

/Jocon
il ceppo Confetti Gt (ROSA) 26Sor ™? (CAGBrainbow2.1) Cle /'y (antrambi dalla Jackson
Laboratory), per ottenere un modello di topo inducibile triplo transgenico (Figura
7A). | topi Pax8/NICD1 sono stati ulteriormente incrociati con topi Pax8/Confetti per
ottenere un modello di topo inducibile  quadruplo transgenico
(Pax8/NICD1/Confetti) (Figura 8). Da notare che i topi Pax8/NICD1/Confetti possono
essere solo emizigoti per i transgeni NICD1 e Confetti, poiché entrambi sono stati
inseriti nel locus ROSA26. | topi sono stati genotipizzati come riportato di seguito.

Promoter  Tetracycline responsive Effector construct Reporter construct

construct
construct LoxP  LoxP LoxP  LoxP PLox LoxP PLox

[ 7 [ /A |k NICD1 GFP-RES [ 7
v} + o o+ faph e e L o e D

Figura 8. Schema del topo quadruplo transgenico Pax8.rtTA;TetO.Cre;R26.NICD1.GFP;R26.Confetti
(Pax8/NICD1/Confetti).

| topi Pax2.rtTA; TetO.Cre; R26.NICD1.GFP (Pax2/NICD1) e Pax2.rtTA; TetO.Cre;
R26.Confetti (Pax2/Confetti) sono stati sviluppati nel background C57BI/6
incrociando un topo Pax2.rtTA (159) (gentile donazione del Dr. Beat Schéfer,
Dipartimento di oncologia e centro di ricerca per bambini, ospedale pediatrico
universitario, Zurigo, Svizzera) con il ceppo TetO.Cre. | topi doppio-transgenici sono
stati quindi incrociati con il ceppo NICD1 o con il ceppo Confetti, per ottenere un

modello di topo triplo transgenico inducibile Pax2/NICD1 o Pax2/Confetti. | topi
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Pax2/NICD1 sono stati ulteriormente incrociati con topi Pax2/Confetti per ottenere
un modello di topo inducibile quadruplo transgenico (Pax2/NICD1/Confetti) (Figura
9). Di nota, i topi Pax2/NICD1/Confetti possono essere solo emizigoti per i transgeni
NICD1 e Confetti, poiché entrambi sono stati inseriti nel locus ROSA26. | topi sono

stati genotipizzati come riportato di seguito.

Promoter Tetracycline responsive Effector construct Reporter construct

construct
construct LoxP  LoxP LoxP  LoxP PLox LoxP

St NICD1 GFP-IRES
i+ foafal + fp R LETEL , G, R

Figura 9. Schema del topo quadruplo transgenico Pax2.rtTA;TetO.Cre;R26.NICD1.GFP;R26.Confetti
(Pax2/NICD1/Confetti).

La ricombinazione genica del reporter e stata indotta a 5 settimane di eta mediante
somministrazione di 2 mg/ml (per i topi Pax8) o 4 mg/ml (per i topi Pax2) di
doxiciclina iclato (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) preparata in acqua da bere con
aggiunta di saccarosio al 2,5% (Sigma-Aldrich) per 10 giorni, seguiti da una

settimana di washout (Figura 10).

2 mg/mL Doxiciclina

Washout
5 weeks old = 10 gg v;«:%, ashou %
Pax8/NICD1 «.° | — ,,\‘_-’ b ‘_.‘. ° \
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Figura 10. Schema di induzione e attivazione del transgene nel modello murino mediante
somministrazione di doxiciclina iclato.

L'induzione degli animali che possiedono il transgene NICD1 porta all'espressione di
una porzione intracellulare del gene Notch1 del topo (NICD1), ma priva del dominio
PEST al C-terminale, e di una proteina verde fluorescente (Green Fluorescent

Protein, GFP), la cui espressione & localizzata a livello del nucleo. L'espressione della
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GFP non puo essere rilevata mediante microscopia confocale senza colorazione con
un anticorpo anti-GFP. Il frammento citoplasmatico troncato codificato dalla
sequenza Notchl causa una segnalazione costitutiva. Al fine di verificare I'effettiva
attivazione dei transgeni e la successiva espressione delle proteine NICD1 e GFP,
abbiamo colorato sezioni di rene di topi Pax8/NICD1 o Pax2/NICD1 con un anticorpo
anti-GFP (Figura 11A). Nei topi Pax8/NICD1, abbiamo osservato che le TEC
esprimevano alti livelli di GFP, mentre le cellule interstiziali rimanevano negative
(Figura 11A). Nei topi Pax2/NICD1 abbiamo osservato cellule positive nella capsula
di Bowman e disperse nei tubuli, coerentemente con la loro distribuzione cellulare

(157) (Figura 11B).

Figura 11. Immagine confocale rappresentativa della colorazione GFP (verde). (A) Una sezione
renale di topo Pax8 / NICD1 indotto (n=4). DAPI (bianco) controcolora i nuclei. Falloidina (rosso)
colora I'actina filamentosa. Bar = 25 um. (A’) Dettaglio di A. (B) Una sezione renale di topo Pax2 /
NICD1 indotto (n=6). Falloidina (rosso) colora l'actina filamentosa (F-actina). DAPI (bianco)
controcolora i nuclei. La freccia (rosa) indica le RPC GFP + Pax2 +. Bar = 25 um. (B') Dettaglio di (B).

Il reporter Confetti, in seguito all'induzione, ha permesso la marcatura stocastica
delle cellule mediante ricombinazione permanente di un singolo gene codificante

un colore (proteine fluorescenti rosse, gialle, verdi o blu, RFP, YFP, GFP o CFP), con
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cellule GFP presenti ad una frequenza piu bassa rispetto agli altri colori ed
estremamente rare (159,181). Questa tecnica ci ha permesso di valutare la
composizione clonale delle lesioni, dal momento che tutte le cellule marcate

passeranno la loro proteina fluorescente alla loro progenie (159).

Dopo l'induzione, i topi sono stati lasciati invecchiare e sono stati sacrificati a 4, 12,
24 e 36 settimane dalla fine del periodo di washout (n = 4 per i topi Pax8/NICD1 e
Pax8/NICD1/Confetti sacrificati a 4 settimane, n = 10 a 12 settimane, n = 8 a 24
settimane, n = 15 a 36 settimane, n = 4 per Pax8/Confetti e n = 6
Pax8/NICD1/Confetti sacrificati a 36 settimane). Gli animali Pax8/NICD1 non indotti
sono stati usati come controllo e sono stati sacrificati a 36 settimane. Essi non
hanno mostrato né perdita di espressione né un’espressione aspecifica del

transgene (n = 10).

| topi indotti Pax2 / NICD1 di controllo non trattati sono stati sacrificati 4 settimane

dopo la fine del periodo di induzione (n = 6).

Ulteriori topi sono stati indotti con doxiciclina per 10 giorni, mantenuti in un
periodo di washout di 1 settimana prima di subire un danno da
ischemia/riperfusione (IRI) e sono stati sacrificati 28 giorni dopo (n = 9 per i
Pax8/NICD1 non indotti, n = 11 per i Pax8/NICD1, n = 4 per Pax8/Confetti, n = 5 peri
Pax8/NICD1/Confetti, n = 4 per i Pax2/Confetti, n = 7 per i Pax2/NICD1, n = 4 per i
Pax2/NICD1 non indotti, e n = 5 per i Pax2/NICD1/Confetti).

Non & stata osservata alcuna differenza di genere nell'estensione dello sviluppo del
tumore, quindi maschi e femmine sono stati raggruppati per l'analisi. Tuttavia,
poiché i topi femmina tollerano molto di piu I'lRI rispetto ai maschi, solo i maschi

sono stati utilizzati per gli esperimenti di IRI.

3.2 Genotipizzazione

Biopsie di coda sono state incubate per una notte a 55 ° C nel reagente di lisi (1M
TrisHCI pH 8,5, 0,5 M EDTA, 20% SDS, 4 M NaCl, 0,1 mg/ml proteinasi K
neutralizzato con TrisHCl 40 mM, tutto da Sigma-Aldrich), centrifugato e il DNA e
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stato estratto usando isopropanolo (Sigma-Aldrich). | primer e i parametri di PCR
per il relativo ceppo acquistato sono stati ottenuti dal sito internet della Jackson
Laboratory. Per distinguere la presenza dei transgeni Pax2.rtTA, Pax8.rtTA e
TetO.Cre in omo- o0 in eterozigosi sono state eseguite analisi di qRT-PCR utilizzando
5 ng / ml di DNA genomico con il Master LightCycler® 480 SYBR Green | (Roche
Diagnostics, Rotkreuz, Svizzera). Le reazioni sono state eseguite utilizzando un
LightCycler® 480 (Roche Diagnostics) con un programma costituito da 40 cicli,
ciascuno costituito da una fase di inizio a 95 °C per 15 ", fase di annealing a 60 °C
per 45" e fase di amplificazione a 72 °C per 60 ". Sono stati utilizzati i seguenti

primer:

Pax2.rtTA e Pax8.rtTA forward 5'-AACGCACTGTACGCTCTGTC-3 'e reverse 5'-
GAATCGGTGGTAGGTGTCTC-3'; TetO.Cre forward 5'-TCGCTGCATTACCGGTCGATGC-3
'e reverse 5'-CCATGAGTGAACGAACCTGGTCG-3'". Il DNA genomico per TCRa é stato
utilizzato come gene housekeeping per la quantificazione relativa ed & stato
amplificato utilizzando i primer forward 5'-CAAATGTTGCTTGTCTGGTG-3 e reverse
5'-GTCAGTCGAGTGCACAGTTT-3.

3.3 Raccolta dei tessuti murini

Tutti gli animali sono stati pesati prima del sacrificio in camera a CO2; i reni sono

stati raccolti, misurati e pesati.

Per I'analisi istologica, i reni sono stati conservati in formalina tamponata al 4% per
tutta la notte a temperatura ambiente, disidratati e poi inclusi in paraffina. Per ogni
rene sono state effettuate sezioni di 4-7 um di spessore e sono state preparate per
la colorazione con ematossilina ed eosina (H & E). Per I'analisi confocale, i reni sono
stati incubati in paraformaldeide al 4% (PFA, Sigma-Aldrich) in PBS (Sigma-Aldrich)
per 2 ore a 4 °C, quindi immersi in una soluzione di saccarosio al 15% in PBS per 2
ore a 4 °C e, successivamente, in una soluzione di saccarosio al 30% in PBS per tutta

la notte a 4 ° C, e infine congelati.
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3.4 Analisi istologica

Sezioni del piano sagittale del rene sono state colorate con ematossilina (Bio Optica
Milano Spa, ltalia) e eosina (Eosina giallastra, Certistain, Millipore, Darmstadt,
Germania) seguendo le linee guida del produttore. Le immagini sono state acquisite
utilizzando il sistema di imaging cellulare EVOS XL (Thermo Fisher Scientific, MA,

USA), con un obiettivo 60x o 40x (dettagli) o un obiettivo 20x (intere sezioni).

3.5 Immunofluorescenza e microscopia confocale

La microscopia confocale e stata eseguita su sezioni di 10 um di tessuti renali
utilizzando un microscopio confocale Leica SP5 AOBS (Leica Microsystems, Wetzlar,
Germania) dotato di un laser a due fotoni Chameleon Ultra-Il (Coherent, Milano,

Italia). Abbiamo usato entrambi gli obiettivi 25x e 63x.

Sono stati utilizzati i seguenti anticorpi: anti-GFP (pAb, Life Technologies, Monza,
Italia) e anti-anidrasi carbonica IX (pAb, ThermoFisher Scientific). Gli anticorpi
secondari Alexa-Fluor sono stati ottenuti da Molecular Probes (Life Technologies).
Per il rilevamento dei tubuli & stata eseguita la colorazione con falloidina Alexa Fluor
633 (Molecular Probes). Per i topi con il reporter Confetti, I'acquisizione é stata
impostata nelle lunghezze d'onda ciano, verde, giallo e rosso utilizzando
rispettivamente lunghezza d'onda di eccitazione di 405, 488, 514 e 543 nm. | nuclei
sono stati controcolorati con DAPI (Life Technologies) eccitato con laser multifotone

a 689 nm.

3.6 Immunoistochimica

Le colorazioni immunoistochimiche (IHC) sono state eseguite seguendo protocolli
standard. | tessuti paraffinati sono stati tagliati in sezioni da 5 um, sparaffinati e
reidratati. Il recupero dell'antigene e stato eseguito utilizzando un tampone di

citrato di sodio [citrato di sodio 10 mM, pH 6.0]. Dopo 30 minuti di preincubazione
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con siero di cavallo (kit Vectastain ABC, Vector Laboratories, DBA, Milano, Italia), le
sezioni sono state incubate per 30 minuti con I'anticorpo primario (anti-CAIX Ab
(Life Technologies)), poi con I'anticorpo secondario biotinilato, un'incubazione di 30
minuti in una soluzione di perossido di idrogeno-metanolo allo 0,3% per
neutralizzare I'attivita della perossidasi endogena, quindi il complesso avidina-
biotina-perossidasi (kit Vectastain ABC). 3-amino-9-etilcarbazolo (AEC; Vector) e
stato usato come substrato della perossidasi. Infine, le sezioni sono state
controcolorate con ematossilina di Carazzi (Bio-Optica Milano SpA, Milano, Italia) e
montate con gelatina di glicerina di Kaiser (Merck, Darmstadt, Germania). Come
controllo negativo, I'mAb primario & stato sostituito con wun anticorpo

corrispondente all'isotipo con specificita irrilevante.

3.7 Analisi della frequenza dei cloni

Il numero di cloni che formano ciascuna lesione tumorale € stato conteggiato nei
topi Pax8/NICD1/Confetti e Pax2/NICD1/Confetti e riportato come percentuale di
lesioni formate da 1, 2 o piu di 3 cloni rispetto al numero totale di lesioni (n = 6 per i
topi Pax8/NICD1/Confetti di 36 settimane, n = 5 per i topi Pax8/NICD1/Confetti IRI,
n =5 per i topi Pax2/NICD1/Confetti IRI). Un totale di 10 campi per ciascun topo

sono stati analizzati da due osservatori indipendenti.

3.8 Danno renale da ischemia / riperfusione (IRI)

Tutti i topi sottoposti a IRl erano omozigoti per il promotore Pax8 o Pax2 ed
emizigoti per il transgene effettore NICD1 (n = 9 per i Pax8/NICD1 non indotti, n =
11 per i Pax8/NICD1, n = 4 per i Pax8/Confetti, n = 5 per i Pax8/NICD1/Confetti, n =
4 per i Pax2/Confetti, n = 7 per i Pax2/NICD1, n = 4 per i Pax2/NICD1 non indotti, e n
=5 per i Pax2/NICD1/Confetti,).

| topi sono stati anestetizzati mediante iniezione intraperitoneale di ketamina (100
mg/kg, Ketavet, Intervet Productions Srl, Aprilia, Italia) / xilazina (10 mg/kg, Xilor,
Bio98 SrL, Milano, Italia), che ha prodotto un'anestesia chirurgica a breve termine
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con una buona analgesia. Gli animali sono stati tenuti caldi utilizzando una camera
di riscaldamento ventilata a 37 °C prima dell'intervento e la loro temperatura
corporea € stata costantemente monitorata mediante una sonda rettale e
mantenuta tra 36,5°C e 37 °C (159). Per I'operazione il topo e stato posizionato su
una stazione termostatica disteso sul lato destro, rasato e disinfettato con
Povidone-iodio ed e stata eseguita un'incisione di 1-1,5 cm sul lato sinistro della
pelle, quindi lo strato muscolare sottostante e stato tagliato e aperto. Il rene sinistro
e stato quindi esternalizzato e |'arteria renale e stata clampata per bloccare il flusso
di sangue al rene e provocare l'ischemia. La durata dell'ischemia renale inizia dal
momento del clampaggio. Dopo la verifica del viraggio di colore dal rosso al viola
scuro, indicativo di ischemia, il rene e stato riposizionato nella cavita addominale e
I'animale e stato rimesso nella camera di riscaldamento ventilata. L'ischemia &
durata 30 minuti, dopo di che la pinza & stata rimossa per permettere la
riperfusione, indicata dal cambiamento di colore del rene di nuovo verso il rosso. Lo
strato muscolare é stato suturato, seguito dalla chiusura della ferita della pelle con
clip metalliche. Immediatamente dopo la chiusura della ferita, all’animale e stato
somministrato 0,5 ml di soluzione salina sterile calda (NaCl 0,9%) per via

sottocutanea per reidratarlo (159).

3.9 Misura transcutanea della velocita di filtrazione glomerulare (GFR) nei topi

coscienti

| topi sono stati assegnati in maniera casuale a entrambi i gruppi (n = 9 topi IRI
Pax8/NICD1 non indotti, n = 9 topi IRI Pax8/NICD1 per la Figura 13B; n = 3 topi IRI
Pax2/NICD1 non indotti, n = 3 topi IRl Pax2/NICD1 per Figura 17D) e sono stati
anestetizzati con isoflurano. Gli animali sono stati quindi rasati sul collo per
permettere I'alloggio, tramite nastro biadesivo di un dispositivo di registrazione
dellimmagine miniaturizzato costituito da due diodi che emettono luce, un
fotodiodo e una batteria (Medibeacon GmbH, Mannheim, Germania). Per la durata
della registrazione (circa 2 ore), ogni animale era cosciente ed é rimasto da solo in

una gabbia. Il segnale di fondo & stato registrato per 5 minuti prima dell'iniezione
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endovenosa di 150 mg/kg di FITC-sinistrina (Fresenius Kabi Italia S.r.l., Isola della
Scala, Italia). Dopo aver rimosso il dispositivo di immagine, i dati sono stati estratti
con il software MPD Lab, quindi analizzati utilizzando il software MPD Studio
(Medibeacon GmbH). Il valore di GFR [ul/min] e stato calcolato in base alla
diminuzione dell'intensita della fluorescenza nel tempo (es. Emivita plasmatica di
FITC-sinistrina) utilizzando un modello cinetico a 3 comparti con una baseline

modaulata, il peso corporeo dell'animale e un fattore di conversione empirico (159).

Gli esperimenti sugli animali sono stati approvati dall'Ente di revisione istituzionale
e dal Ministero della salute italiano e sono stati eseguiti in conformita con le linee
guida istituzionali, regionali e statali e in conformita con la Guida per la cura e l'uso
degli animali da laboratorio. | topi erano alloggiati in una specifica struttura priva di

agenti patogeni, con libero accesso a cibo e acqua e un ciclo giorno/notte di 12 ore.

3.10 Analisi statistica

| risultati dello studio sugli animali sono stati espressi come media = SEM. Il
confronto tra i gruppi & stato effettuato dal test di Mann-Whitney, o attraverso
I'analisi della varianza per confronti multipli (ANOVA per misure ripetute) con

I'analisi post hoc di Bonferroni, o con il test esatto di fischer (p-value a due code).

L'analisi statistica e stata eseguita utilizzando il software statistico OriginPro 2017
(Northampton, MA). Un valore di p <0,05 & stato considerato statisticamente

significativo.
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4- RISULTATI

4.1 U'overespressione dose-dipendete di NICD1 induce lo sviluppo di tumori

papillari di tipo 2.

Come descritto nellintroduzione, I'analisi istologica effettuata su reni di topi
Pax8.rtTA;TetO.Cre; R26.NICD1.GFP (Pax8/NICD1) a 12, 24 e 36 settimane di
distanza dall’induzione del transgene ha messo in evidenza lesioni di tipo tumorale
e non tumorale, in particolare dei carcinomi papillari (vedi Figura 7). Gli adenomi
papillari e i carcinomi papillari possono essere suddivisi in quelli di tipo 1 e di tipo 2
in base alla loro citomorfologia. Nei topi Pax8/NICD1 le lesioni tumorali si
presentano con papille ricoperte da cellule con abbondante citoplasma con granuli
eosinofili, con nucleoli prominenti associati ad aree di necrosi, suggerendo il
sottotipo istologico 2 (eosinofilico) (Figura 12 A-D). Inoltre, I'accumulo focale di
macrofagi nello stroma degli steli papillari, un segno istologico altamente specifico
del pRCC, é stato ampiamente osservato nei tumori papillari dei topi Pax8/NICD1
(Figura 12E). Mentre le lesioni non papillari, come le lesioni ccDLs CAIX positive,
sono state osservate solo nel 15.79% dei topi a 24 e 36 settimane (Figura 12F), il
100% dei topi presentava tumori papillari di tipo 2 a 24 e 36 settimane (Figura 12F),
cosi come CKD e fibrosi. | tumori papillari di tipo 2 erano osservati in tutti i topi
dopo le 24 settimane, indipendentemente dalla presenza del transgene NICD1 in
emizigosi o in omozigosi. Comunque, il numero delle lesioni in ogni topo era
fortemente influenzato dal genotipo (Figura 12G). Infine gli animali omozigoti per il
transgene NICD1 hanno significativamente piu adenomi papillari di tipo 2 e RCC e
cio suggerisce che i piu alti livelli di NICD1 a livello di singola cellula siano critici per
lo sviluppo di tumori papillari di tipo 2 (Figura 12G). Questi risultati suggeriscono
che la overespressione di Notch & in grado di promuovere lo sviluppo di adenomi

papillari di tipo 2 e pRCC in maniera dose-dipendente.
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Figura 12. L’overespressione di NICD1 induce tumori papillari di tipo 2 in modo dose-dipendente

(A) Immagine istologica rappresentativa di adenoma papillare con colorazione ematossilina-eosina.
Bar=25 um. (B) Immagine istologica rappresentativa di una lesione con un’architettura adenomatosa
e caratteristiche citologiche di carcinoma.. Bar=25 um. (C, D) Immagini istologiche rappresentative di
carcinoma papillare. Bars=25 um. (E) Immagine istologica rappresentativa con colorazione
ematossilina-eosina di macrofagi schiumosi all’interno di una lesione papillare. Bar=25um. (F)
Percentuale di topi Pax8/NICD1 indotti (n=16-19) e non indotti (n=10) che presentano adenomi
papillari, pRCCs (pAs/pRCCs) e lesioni ccDLs a 24-36 settimane. Il potere statistico per i gruppi indotti
rispetto a quelli non indotti & stato valutato utilizzando il test esatto di Fisher: a vs. ¢ p = 0,0001, b vs.

46



d non significativo. (G) Quantificazione delle lesioni proliferative in topi Pax8/NICD1 a 24-36
settimane. Gli animali sono stati divisi in Pax8/NICD1"" (n=10) o Pax8/NICD1"* (n=6). | dati sono
mediatSEM. Il significato statistico € stato calcolato mediante il test di Mann-Whitney. *p<0.05,
%k k

p<0.01.

4.2 L’ AKI promuove lo sviluppo di tumori papillari di tipo 2 nel topo

Dal momento che I'espressione di Notchl raggiunge livelli elevati durante la
risposta del rene al danno renale acuto (94,95), ci siamo chiesti se I’AKI potesse
agire come un fattore di rischio per lo sviluppo del tumore. Per valutare questa
ipotesi abbiamo effettuato un danno da ischemia-riperfusione (IRI) unilaterale in
topi Pax8/NICD1 indotti e non indotti (Figura 13A). La misurazione della velocita di
filtrazione glomerulare (glomerular filtration rate, GFR) in seguito ad IRI ha rivelato
un rapido declino che dura fino a 7 giorni dopo I'IRI, seguito poi dal recupero della

GFR in entrambi i gruppi (Figura 13B).

Aver indotto I’AKI ha accelerato la formazione delle lesioni nei topi Pax8/NICD1
indotti, mentre i topi non indotti che hanno subito AKI non hanno mostrano lesioni
(Figura 14A,B). Dopo solo 4 settimane questi topi hanno mostrato lo stesso spettro
di lesioni osservato nei topi Pax8/NICD1 senza AKI non prima di 12 settimane
(Figura 14A,C). In particolare, i topi Pax8/NICD1 con AKIl hanno rapidamente
sviluppato CKD (Figura 13B), cisti, adenomi papillari di tipo 2 e pRCC (Figura 14D),
cosi come numerose ccDLs (Figura 13C), come confermato dalla positivita alla CAIX
(Figura 13D). Inoltre nelle lesioni papillari erano presenti macrofagi schiumosi
(Figura 14E). Da notare che quasi tutti i topi indotti sottoposti a IRl hanno sviluppato
adenomi papillari o pRCC, mentre nessuno dei topi non indotti di controllo di pari
eta ha riportato lesioni di questo tipo (81,82% vs 0%, p = 0,0048 dal test esatto di
Fisher, Figura 14F). Inoltre, il 100% dei topi presentava ccDL 4 settimane dopo I'IRI,
in contrasto con nessuno dei controlli non indotti di pari eta (Figura 14F) o con i topi
Pax8/NICD1 senza AKI (Figura 12F). Questi risultati definiscono quindi I’AKI come un
fattore che promuove piu tipi di lesioni indotte da Notch, inclusi i tumori papillari di

tipo 2.
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Figura 13. L’AKI promuove lo sviluppo di ccDLs.

(A) Schema sperimentale. (B) Misurazione della GFR in topi Pax8/NICD1 non indotti e indotti in
seguito a IRI (n=9 for each group). | dati sono media+SEM. Il test di Mann-Whitney tra gruppi ad ogni
intervallo di tempo e risultato non significativo. Il significato statistico tramite ANOVA per confronti
multipli tra i vari punti temporali indica un significato globale sia per i topi non indotti (p=0.001) che
per quelli indotti (p=0.0003). (C) Immagine istologica rappresentativa con colorazione ematossilina-
eosina di ccDL. Bar=25 um. (D) Colorazione rappresentativa di lesioni ccDL CAIX positive (marrone).
Bar=25 pm.
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Figura 14. L’AKI promuove lo sviluppo di tumori papillari di tipo 2 nel topo.

(A) Giustapposizione di immagini H & E di reni di topi Pax8/NICD1 indotti, 4 settimane dopo IRI (n =
11). Bar = 75 um. Le frecce (nere) indicano lesioni di natura proliferativa. (B) Giustapposizione di
immagini H & E di reni topi Pax8/NICD1 non indotti, 4 settimane dopo IRl (n = 5). Bar = 75 pum. (C)
Immagini H & E giustapposte di reni di topi Pax8 / NICD1 a 4 settimane (n = 4). Bar = 75 um. (D, E)
Immagini istologiche rappresentative con colorazione H & E di tumori papillari presenti nei topi
Pax8/NICD1 4 settimane dopo IRI. In (E), presenza di macrofagi schiumosi all'interno di un tumore
papillare. Bar = 25 micron. (F) Percentuale di topi Pax8/NICD1 indotti a 4 settimane (n = 4), topi
Pax8/NICD1 IRI a 4 settimane non indotti (n = 5) o indotti (n = 11) con lesioni tumorali. Il potere
statistico e stato valutato utilizzando il test esatto di Fisher: a vs. e p = 0,011, cvs e p = 0,0048, b vs f
p =0,0015, d vs f p = 0,0002.
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4.3 | tumori papillari di tipo 2 originano a seguito dell’espansione clonale di un

subset di TEC

Per studiare I'origine dei tumori papillari di tipo 2 abbiamo valutato la composizione
clonale dei differenti istotipi tumorali con un approccio di lineage tracing utilizzando
il reporter Confetti. Per etichettare stocasticamente le cellule epiteliali tubulari
(TEC), che overesprimono NICD1 con differenti fluorocromi a livello di singola
cellula, abbiamo generato la linea murina
Pax8.rtTA;TetO.Cre;R26.NICD1.GFP;R26.Confetti (Pax8/NICD1/Confetti) (Figura 8) e
abbiamo indotto IRl dopo un periodo di washout. | topi Pax8/NICD1/Confetti
ischemizzati a 4 settimane hanno sviluppato lesioni tumorali identiche ai topi
Pax8/NICD1 ischemizzati riportati sopra (Figura 15A), mentre nessuno dei topi
Pax8/NICD1/Confetti che non ha subito IRl (Figura 15B), o dei topi Pax8/Confetti
ischemizzati a 4 settimane, ha riportato lesioni (Figura 15C). Di nota, a 4 settimane i
topi di Pax8 /Confetti ischemizzati hanno rivelato |'espansione clonale di alcune TEC
nella porzione esterna della midollare esterna, rigenerando diversi segmenti
tubulari, come recentemente descritto nello stesso modello sperimentale (159)
(Figura 15C). Sorprendentemente, la maggior parte degli adenomi papillari di tipo 2
e dei pRCC erano costituiti da cellule di un singolo colore, il che implica che questi
tumori si sono formati dall'amplificazione clonale di singole cellule (Figura 15D).
Infatti, I'analisi clonale ha rivelato che tutti i tumori papillari erano mono- o biclonali
(Figura 15E). | topi IRl Pax8/NICD1/Confetti presentavano in media 2 *+ 0,63
adenomi papillari e 0,4 + 0,24 pRCC per sezione, mentre questi tumori erano
completamente assenti nei topi che non avevano subito IRl. Come ulteriore
conferma, oltre I'80% degli adenomi papillari e dei pRCC che si sono sviluppati
spontaneamente nei topi Pax8/NICD1/Confetti a 36 settimane erano mono- o
biclonali ed erano per lo piu localizzati nella midollare esterna (Figura 15F-K e Figura
16 A, B). Al contrario, le aree di immunoreattivita di CAIX erano policlonali, sia a 4
settimane dopo I'IRI che a 36 settimane (Figura 16C-F). Questi risultati suggeriscono
che i tumori papillari di tipo 2 hanno origine dall'amplificazione clonale di singole

TEC.
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Figura 15. La proliferazione clonale di un sottogruppo di TEC genera tumori papillari di tipo 2 nel
topo.

(A) Immagini confocali giustapposte di reni di topi Pax8/NICD1/Confetti 4 settimane dopo IRI (n = 5).
Bar = 75 um. Le frecce (bianche) indicano lesioni di natura proliferativa. (B) Immagini confocali
giustapposte di reni di topi Pax8/NICD1/Confetti a 4 settimane (n = 4). Bar = 75 um. (C) Immagini
confocali giustapposte di reni di topi Pax8/Confetti 4 settimane dopo IRl (n = 4). Bar = 75 um. (D)
Tumore papillare rappresentativo da reni di topo Pax8/NICD1/Confetti 4 settimane dopo IRI. Bar = 25
um.
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(E) Analisi della frequenza dei cloni nei tumori papillari dei topi Pax8/NICD1/Confetti 4 settimane
dopo IRl (n = 5). (F-J) Tumori papillari rappresentativi da reni di topi Pax8/NICD1/Confetti a 36
settimane. In (G), dettaglio delle atipie nucleari. Bar = 25 um. (K) Analisi della frequenza dei cloni nei
tumori papillari, nei topi Pax8/NICD1/Confetti a 36 settimane (n = 6). Il DAPI contrasta i nuclei. | dati
sono media £ SEM
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Figura 16. Lesioni ccDLs derivano dalla proliferazione policlonale di molteplici TECs.

(A, B) Immagini confocali giustapposte di reni di topi Pax8/Confetti (A, n = 4) o Pax8/NICD1/Confetti
(B, n = 6) a 36 settimane. Bar = 75 um. Le frecce (bianche) indicano lesioni di natura proliferativa. (C)
Immagini confocali rappresentative di colorazione CAIX (arancione) in un topo Pax8/NICD1/Confetti
a 36 settimane. Bar = 25 um. (D) Analisi della frequenza dei cloni di ccDL nei topi
Pax8/NICD1/Confetti a 36 settimane (n = 6). (E) Immagini confocali rappresentative di colorazione
CAIX (arancione) in un topo Pax8/NICD1/Confetti 4 settimane dopo IRI. Bar = 25 um. (F) Analisi della
frequenza clonale di ccDL di topi Pax8/NICD1/Confetti 4 settimane dopo IRl (n = 5). DAPI (bianco)
colora i nuclei. | dati sono media + SEM.

4.4 | tumori papillari di tipo 2 originano dall’espansione clonale dei progenitori

Pax2+

La monoclonalita dei tumori papillari ha suggerito la loro origine da una
sottopopolazione unica di TEC, come una popolazione di cellule staminali o

progenitori locali. Abbiamo pertanto considerato il ruolo delle cellule epiteliali
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tubulari Pax2+, una popolazione di progenitori dispersi che ¢ il tipo predominante di
cellule che rigenera i tubuli danneggiati in seguito ad AKI (159). A questo scopo,
abbiamo generato una linea di topi condizionali
Pax2.rtTA;TetO.Cre;R26.NICD1.GFP che consentono la overespressione di NICD1
esclusivamente nella sottopopolazione Pax2 + delle TECs (Figura 9). In seguito a
induzione con Doxiciclina, il promotore Pax2.rtTA ha portato alla persistente
overespressione di NICD1 selettivamente nei progenitori Pax2 +, come descritto in
precedenza (159) (Figura 17A). Come previsto, nei topi Pax2/NICD1, l'induzione
dell'lRl e stata seguita da un rapido declino del GFR per un periodo di 7 giorni,
seguito dal recupero funzionale (Figura 17B) (159). Piu dell'85% dei topi Pax2/NICD1
indotti presentava cisti semplici o tumori papillari di tipo 2 entro quattro settimane
dall'lRl, mentre le lesioni CAIX + erano assenti (Figura 18A-D, 17C). L'analisi
istologica dei topi Pax2/NICD1 non indotti, 4 settimane dopo I'IRI, ha mostrato un
epitelio tubulare apparentemente restaurato, con fibrosi focale interstiziale e
sviluppo di cloni Pax2 +, come descritto in precedenza (159) (Figura 17D). | topi
Pax2/NICD1 senza AKI non hanno mostrato lesioni tumorali a 4 settimane (Figura

17E).

Per effettuare il lineage tracing clonale delle lesioni papillari, abbiamo generato i
topi condizionali Pax2.rtTA;TetO.Cre;R26.NICD1.GFP;R26.Confetti (Figura 9, Figura
18F), in cui le cellule Pax2+ esprimevano anche il reporter Confetti. L'analisi clonale
ha rivelato che 1'88,7 + 7,8% degli adenomi papillari o dei pRCC era monoclonale,
mentre il resto era biclonale (Figura 18G-I). Un confronto quantitativo diretto dei
tumori papillari di tipo 2 nei topi Pax8/NICD1 e Pax2/NICD1 4 settimane dopo IRl ha
mostrato una quantita simile di queste lesioni in entrambi i gruppi (2,17 + 0,48
adenomi papillari o pRCCs per sezione nei topi Pax2/NICD1 vs. 2 + 0,73 nei topi
Pax8/NICD1) (Figura 18J). Non sono state osservate lesioni di ccDL e
I'immunocolorazione per CAIX e risultata completamente negativa, confermando
ulteriormente I'assenza di ccDL (Figura 18D, 17H, 1). Questi risultati implicano che
singoli progenitori tubulari Pax2 + sono |'unica fonte cellulare per tumori papillari di
tipo 2, mentre CKD e ccDL devono derivare dall’overespressione di Notch in cellule

epiteliali tubulari Pax2-negative.
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Pax2/NICD1 Uninduced IRI 4 weeks Pax2/NICD1 4 weeks

Figura 17. | tumori papillari di tipo 2 hanno origine dalla proliferazione clonale di cellule progenitrici
Pax2+.

(A) Schema sperimentale. (B) Misurazioni di GFR in topi non indotti (n = 3) e indotti (n = 3)
Pax2/NICD1 dopo IRI. | dati sono media * SEM. Il test di Mann-Whitney tra i gruppi in ciascun tempo
sperimentale non é risultato significativo. La significativita statistica di ANOVA per confronti multipli
tra i vari punti temporali indica un significato globale per entrambi i topi non indotti (p = 0.002) e
indotti (p = 0.0008). (C) Immagine rappresentativa dell'area corticale negativa per la colorazione CAIX
nel rene di topi Pax2/NICD1 4 settimane dopo I'IRIl. Bar = 25 um. (D) Giustapposizione di immagini H
& E di reni di topi Pax2/NICD1 indotti, 4 settimane dopo IRI (n = 4). Bar = 75 um. (E) Giustapposizione
di immagini H & E di reni di topi Pax2/NICD1 a 4 settimane (n = 6). Bar = 75 um.

(F) immagini confocali rappresentative dell'area corticale negativa per la colorazione CAIX
(arancione). Bar = 25 um. DAPI (bianco) contro colora i nuclei. (G) Grafico del numero di ccDL per
sezione renale in topi Pax2/NICD1/Confetti (n = 5) e Pax8/NICD1/Confetti (n = 6) 4 settimane dopo
IRI. DAPI contrasta i nuclei. | dati sono media + SEM
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Figura 18. | tumori papillari di tipo 2 hanno origine dalla proliferazione clonale di cellule progenitrici
Pax2+.nel topo.

(A) Immagini H & E giustapposte di reni di topi Pax2/NICD1, 4 settimane dopo IRl (n = 7). Bar = 75
pum. La freccia (nero) indica un tumore papillare. (B, C) Immagini istologiche rappresentative con
colorazione H & E di un adenoma papillare (B) e carcinoma (C) presenti nei topi Pax2 / NICD1. Bar =
25 micron. (D) Immagini confocali giustapposte di reni di topi Pax2/NICD1/Confetti, 4 settimane
dopo IRl (n = 5). Bar = 75 um. La freccia (bianco) indica un tumore papillare. (E, F) Immagini
rappresentative di tumori papillari di topi Pax2/NICD1/Confetti 4 settimane dopo IRIl. (E) & un
dettaglio di (D). Bar = 25 um. (G) Analisi della frequenza dei cloni nei tumori papillari dei topi
Pax2/NICD1/Confetti, 4 settimane dopo IRI (n = 5). (H) Percentuale di topi Pax2/NICD1 indotti (n = 4),
Pax2/NICD1 IRI non indotti (n = 4) o IRI indotti (n = 7) di 4 settimane con lesioni tumorali. Il potere
statistico & stato valutato utilizzando il test esatto di Fisher: avs. e p =0,03, cvs e p =0,0076, b vs. f
non significativo, d vs. f non significativo. (1) Grafico del numero di tumori papillari per sezione renale
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in topi Pax2/NICD1 (n = 5) e Pax8/NICD1 (n = 6) 4 settimane dopo IRI. Il significato statistico & stato
calcolato dal test di Mann-Whitney tra i gruppi ed é risultato non significante. (J) Percentuale di topi
Pax2/NICD1 e Pax8/NICD1 IRl a 4 settimane con CKD (n = 6 e 10, rispettivamente), pAdenomi /pRCC
e ccDL (n = 11 e 7, rispettivamente). Il potere statistico e stato valutato utilizzando il test esatto di
Fisher: *** p<0.001, **** p<0.0001, N.S. insignificante. DAPI contro colora i nuclei. | dati sono media

+ SEM.
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5- DISCUSSIONE

Il pRCC ¢ il secondo sottotipo pit comune di RCC e rappresenta circa il 15% delle
neoplasie epiteliali renali negli adulti, il 38-44% di RCC in pazienti in dialisi (203-205)
e il 22-37% di RCC in pazienti che hanno subito trapianto (203,206,207). Nei pazienti
con malattia renale terminale (End Stage Renal Disease, ESRD) e trapianto di rene,
dove I'RCC e 100 volte piu frequente e il 3-5% ne & affetto, il pRCC rappresenta
un'importante causa di morte (208). Fino ad ora, il tipo cellulare che da origine al
pRCC era sconosciuto. Alcuni studi che utilizzano I'immunolabeling o i profili
del’mRNA sono a favore di una popolazione che ha origine dal tubulo prossimale
per il pRCC (209). Dal momento che abbiamo identificato i tumori papillari come
clonali, abbiamo ipotizzato che un sottogruppo di TEC con maggiore capacita di
auto-rinnovamento, preferibilmente ma non selettivamente localizzate nel tubulo
prossimale, possa essere la popolazione cellulare che da origine ad adenomi
papillari e pRCC. | progenitori renali Pax2 +, recentemente identificati come una
sottopopolazione distinta di TEC localizzata in maniera sparsa principalmente nel
tubulo prossimale e distale, condividono queste caratteristiche (210,211). In
risposta all'AKI, le RPC Pax2+ si espandono in maniera clonale per riparare il tessuto
tubulare danneggiato (159). Coerentemente, i topi che sovraesprimono Notch in
modo selettivo nelle RPC hanno generato tumori papillari clonali in numero simile ai
topi che sovraesprimono Notch in tutte le TEC, sebbene le RPC Pax2 +
rappresentino solo un piccolo sottogruppo di TEC. Inoltre, nei topi Pax2/NICD1, si
sono sviluppati solo i tumori papillari di tipo 2 ma non la fibrosi tubulointerstiziale,
ccDL o CKD, suggerendo che i tumori papillari si sviluppano dalla proliferazione
clonale delle RPC Pax2+, mentre la fibrosi interstiziale, i ccDL o la CKD si sviluppano
dalla overespressione di Notch nelle cellule Pax2-negative. Questi risultati, insieme
all'origine clonale dei tumori, suggeriscono che singole RPC Pax2+ possono generare
adenomi che continuano a crescere e alla fine si trasformano in pRCC. L'alta
coincidenza, la multifocalita e le somiglianze istologiche tra I'adenoma papillare e il
carcinoma pRCC hanno suggerito che essi rappresentano un continuum di un
medesimo processo biologico, come si osserva ad esempio per la sequenza di

adenoma-carcinoma del colon (212). | risultati ottenuti chiariscono questo punto
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fornendo prove di lineage tracing che gli adenomi papillari e il pRCC si sviluppano

sequenzialmente da una aberrante espansione clonale delle RPC Pax2 +.

Oltre a chiarire la cellula di origine dei tumori papillari, i risultati ottenuti forniscono
anche evidenza di come la overespressione di Notch nelle TEC, promossa da AKI,
induca lo sviluppo di adenomi papillari di tipo 2 e pRCC nel topo. In accordo con
questo, i nostri risultati suggeriscono che la malattia renale cronica,
I'invecchiamento e il diabete, tutte condizioni associate con una overespressione di
Notch (94,95), sono anche associati ad un aumentato rischio di sviluppare pRCCs.
Inoltre, I'attivazione di Notch e fortemente indotta nelle TEC durante I'AKI per
attivare la riparazione tissutale (94). Coerentemente, un episodio di AKI rappresenta
un fattore di rischio per lo sviluppo di tumori papillari sia nel topo che nell'uomo.
L'associazione tra AKI, Notch e adenomi papillari di tipo 2 e pRCC suggerisce che
qguesti tumori sono direttamente collegati al processo di lesione e riparazione.
Questa osservazione ha importanti implicazioni fisiopatologiche e cliniche. Infatti,
sebbene I'AKI sia una preoccupazione per la salute pubblica a livello globale che
colpisce circa 13,3 milioni di persone all'anno (3), & spesso trascurata e questo
potrebbe spiegare perché il suo legame con il pRCC & rimasto fino ad ora
sconosciuto (213-215). | risultati di questo studio potrebbero spiegare molti casi di

pRCC apparentemente non correlati a nessuno dei fattori di rischio stabiliti.

In sintesi, l'identificazione delle RPC Pax2 + come popolazione cellulare di origine
del pRCC fornisce un nuovo paradigma per lo sviluppo di pRCC che potrebbe offrire
uno specifico target di trattamento mai conosciuto prima. Inoltre, l'identificazione
della overespressione di Notch come meccanismo patologico comune per tutti i
diversi sottogruppi genetici di pRCC di tipo 2 suggerisce che questo percorso

dovrebbe essere mirato in questo istotipo di RCC.
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