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ABSTRACT

Il Nerve Growth Factor (NGF) & una proteina sokl@ppartenente alla famiglia delle
neurotrofine. Inizialmente scoperto e studiato ipsuo ruolo chiave nello stimolare la
crescita e il differenziamento neuronale, il NGPggi considerato un mediatore in
grado di modulare l'attivita biologica di svarigiepolazioni cellulari non-neuronali.

Le azioni biologiche del NGF sono mediate dal legasulle cellule target, a specifici
recettori di membrana: il recettore ad alta affinifrkA, dotato di attivita tirosin-
chinasica intrinseca e responsabile del controllellad sopravvivenza, del
differenziamento e della proliferazione cellulagel recettore a bassa affinita, p75NTR,
appartenente alla famiglia dei recettori di morie, grado di indurre apoptosi o
sopravvivenza cellulare. Diverse osservazioni spemtali hanno documentato che |l
NGF e i suoi recettori sono presenti nel rene sahaffetto da varie patologie, tuttavia
e ancora poco nota l'esatta funzione che la neafio# riveste nel controllo dell’attivita
funzionale delle varie popolazioni cellulari renaNell'ambito della fisiopatologia
renale un ruolo centrale € senz'altro svolto dalopdi, cellule dinamiche altamente
specializzate, dotate di una sofisticata architatticellulare e sub-cellulare,
caratterizzate da un voluminoso corpo cellulareghi processi primari € numerosi
pedicelli. La funzione principale dei podociti eetja di garantire, insieme alle cellule
endoteliali dei capillari glomerulari ed alla meraba glomerulare basale, la selettiva
permeabilita di filtrazione della barriera glomemd. L’integrita di tale struttura
anatomica e sostenuta, oltre che dalla presenpamblazioni cellulari specializzate,

anche dall'azione trofica esercitata da diversiofatsolubili di natura proteica, che



agiscono sia in maniera autocrina che paracriad,duali citochine e fattori di crescita.
Poiché i podociti e le cellule nervose condividativerse caratteristiche biologiche,
I'espressione di molecole criticamente importaeti fa loro funzione e il mantenimento
della loro complessa struttura, nonché la stesggnerontogenetica, il NGF potrebbe
giocare un ruolo fondamentale nella maturazione cambiamenti strutturali e quindi
nella funzione delle cellule podocitarie, analogateea quanto gia descritto a livello
neuronale.

| risultati del presente studio hanno evidenzigier, la prima volta, come i podociti
umani immaturi, in corso di differenziamento e céetgmente differenziati, esprimono
costitutivamente il messaggero per il NGF e parai secettori, TrkA e p75NTR. Tale
espressione genica € associata, in tutte le camidigperimentali, alla produzione, in
forma matura, delle proteine recettoriali TrkA e5NAR ed alla sintesi della
neurotrofina in forma biologicamente attiva. L'asadella distribuzione recettoriale a
livello cellulare, condotta mediante microscopiettebnica, ha permesso di evidenziare
che l'espressione sub-cellulare di entrambi i tecevaria in funzione dello stadio di
maturazione podocitaria, con evidenti differenzankbcalizzazione dei recettori ad
alta e a bassa affinita, tra podociti proliferanpodociti maturi. Di notevole interesse é
l'evidenza, esclusivamente nella popolazione paoaeai indifferenziata, di una
localizzazione di entrambi i recettori per la ndrofina nel compartimento
mitocondriale. L'analisi, mediante studi di immumegipitazione, dell'associazione tra i
recettori TrkA e p75 e specifiche proteine mitoawad quali il traslocatore per |l

nucleotide adenina (ANT) e la fosfodiesterasi 4fdasma A5 (PDE4A5), noncheé



l'evidenza di piu elevati livelli di fosfo-ERK1/2 divello del compartimento
mitocondriale dei podociti immaturi rispetto a dugdroliferanti, ha consentito di
ipotizzare, per la prima volta, un possibile rualel NGF e dei suoi recettori nel
controllo dell'omeostasi energetica e nell'indueiai specifici pathways mitocondriali
coinvolti nel mantenimento dello stato proliferativ

Gli studi volti a definire il ruolo funzionale dedistema NGF/recettori per il NGF
nell’ambito della popolazione cellulare podocitan@nno inoltre documentato come la
deprivazione di NGF (mediante anticorpi anti-NGR&i podociti immaturi, non ha
alcun effetto sul ciclo cellulare, sull'espressialee recettori per la neurotrofina e sulla
loro distribuzione a livello subcellulare, mentreei npodociti in corso di
differenziamento, I'esposizione agli anticorpi a4@GF induce drammatiche alterazioni
della morfologia cellulare, con perdita della cttaeestensione dei pedicelli e notevole
alterazione nell'organizzazione del citoscheleBbe anche osservata una riduzione
selettiva dei livelli proteici di sinaptopodina,massociata a concomitante diminuzione
dei livelli di mRNA, indicando un probabile effetpmst-traduzionale della neurotrofina,
probabilmente dovuto ad una riduzione dell’attivitdfosforilazione della PKA che
renderebbe cosi la sinaptopodina maggiormente &spbglivaggio da parte della L-
catepsina. E’ noto che il recettore a bassa adfipdr il NGF, p75NTR, e coinvolto nel
controllo del pathway cAMP/PKA mediante interazioten la PDE4A. Studi di co-
immunoprecipitazione del recettore per il NGF p75\don la PDE4A su lisati totali di
podociti differenziati, di controllo o esposti akhttamento con anticorpi anti-NGF,

hanno dimostrato che, nei podociti in corso di metione, la deprivazione di NGF



induce un aumento dell'interazione p75-PDE4A5,carisegue una riduzione dei livelli
di cAMP e dellattivita della PKA; questo determiidine una maggiore esposizione
della sinaptopodina all’attacco da parte della tepsina. In conclusione, i risultati
ottenuti in questo lavoro di tesi evidenziano chédGF ha un ruolo chiave nella
fisiopatologia del podocita e, considerando I'enerimportanza che la neurotrofina
sembra avere nell'ambito del corretto differenziatogpodocitario e nel mantenimento
della corretta morfologia cellulare, si intravedopassibili prospettive applicative del
NGF quale valido strumento terapeutico nel tratt@meli patologie renali croniche
associate a proteinuria, dal momento che la comigssome della funzione podocitaria

ne rappresenta I'evento patogenetico precoce endietmnte.



1. INTRODUZIONE

1.1 NGF e recettori

Il fattore di crescita delle cellule nervose (NG§gpperto circa 50 anni fa da Rita Levi
Montalcini, € una proteina solubile appartenenta tmiglia delle neurotrofine con
un‘azione determinante nella maturazione e nellogo del sistema nervoso centrale
e periferico. Da un punto di vista strutturale e wyroteina complessa di alto peso
molecolare, 7S-NGF, (Bradshaet al., 1994), formata da 3 sub-unita; § e v. |l
complesso 7S-NGF é stato descritto unicamente gklendole salivari di topo e ratto
(Bradshawet al, 1994), mentre nelluomo la forma attiva dellairerofina e costituita
dal solo dimero formato dalle sub-unfa(BNGF; Edwardset al, 1988; Fahnestock,
1991; McDonald and Chao, 1995)BNGF € composto da 2 catene di 118 aminoacidi;
ogni B monomero contiene 3 ponti disolfuro arrangiati una struttura ciclica,
essenziale per l'attivita biologica qgNGF (Jongstra-Bilert al, 1989; Wiesmann and
deVos, 2001). | dugg monomeri sono associati in maniera parallelaaatiiso la
formazione di legami idrofobici e ad idrogeno tfaglietti f centrali, in maniera tale da
formare il dimeroBNGF( Edward<et al, 1988; Bradshawet al, 1994; McDonald and
Chao, 1995) (Fig.1). Nei tessuti, il NGF viene siiizato come precursore (pro-NGF)
nel reticolo di Golgi e, dopo scissione da partepdi-convertasi intracellulari e di
metallo proteinasi della matrice extracellulare, at@ine alla forma maturg}-NGF

(Pattarawarapan and Burgess, 2003).



Fig.1 Rappresentazione tridimensionale della strutira del NGF. (A)
Rappresentazione del dimero NGF con ogni sub-watarata in maniera differente.
(B) Singola sub-unita d3-NGF, in cui € possibile individuare i fogliefiie i tre ponti
disolfuro disegnati come bastoncini bianchi corvénde I'atomo di zolfo. (Tratta da
McDonald NQ, 1995)

I NGF media i suoi effetti di sopravvivenza e dittnziamento o di morte cellulare
mediante il legame, sulle cellule target, a spediécettori di membrana: il recettore ad
alta affinita, TrkA, dotato di attivita tirosin-amhsica intrinseca nel suo dominio
intracellulare, e il recettore a bassa affinitabl§TR, appartenente alla famiglia dei
recettori che mediano apoptosi (Levi Montalcini8ZR

Il recettore TrkA e una glicoproteina transmembrdinpeso molecolare pari a 140 kDa,
codificata da un gene localizzato sul cromosom#/&i¢r et al., 1995) e appartenente
alla famiglia dei recettori a tirosina chinasi ($ykdi cui si riconoscono le isoforme: A
specifica per il legame con NGF, B che riconostaga selettivamente il BDNF (Brain-
derived neurotrophic factor) e C selettiva per N (Neurotrophins; NT-3:

Neurotrophin-3, NT-4: Neurotrophin-4), La proteifekA e formata da un’unica elica



transmembrana e un dominio intracellulare dotatattiita tirosin-chinasica intrinseca
(Wiesmann and de Vos, 2001; Fig. 2A). La sequentz@aeellulare € composta da 5
distinti domini, D1-D5. D1 e D3 contengono motivpetitivi ricchi di cisteina, D2
contiene 3 domini ricchi di leucina mentre D4 e [BBbno domini simili alle
immunoglobuline, con D5 responsabile del legame ME&8F (Urfer et al,1998;
Wiesmanret al, 1999).

Il recettore p75NTR e una glicoproteina di 75 ktaraente conservata, costituita da
un dominio extracellulare, ricco di residui di eista coinvolto nel legame con le
neurotrofine; una regione transmembrana, contengérgéo di clivaggio per lay-
secretasi ed un dominio intracellulare, o dominiaerte, tipico della famiglia dei
recettori per il TNF, di cui p75NTR fa parte e atmmprende circa 25 recettori quali
TNFR1 e TNFR2, Fas, RANK e CD40 (Roux and Barkéf2). (Fig. 2B). Il dominio
extracellulare di p75 contiene 4 domini ricchi dsteina chiamati CRD-1/-4, carichi
negativamente e responsabili del legame delle tediree al recettore p75NTR. Sono
stati evidenziati due particolari siti di legamé N&F al recettore p75: il sito | formato
dalla giunzione CRD1-CRD2 e CRD2 e il sito Il comsfm dalla giunzione CRD3-
CRDA4. Il recettore p75 ha un unico dominio transinema, seguito da un dominio
intracellulare presentante due particolari domihe caiutano il reclutamento delle
proteine adattatrici: il dominio juxtamembrana ooPper e il dominio di morte, che é
caratteristico di tutti i recettori appartanentiaafamiglia dei recettori che mediano

morte cellulare (Freund and Frossard, 2008).
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Fig 2 Rappresentazione schematica dei recettori T,k e p75. (A) Struttura del
recettore TrkA. Il dimero NGF induce la dimerizzam e conseguente attivazione del
recettore TrkA. La sequenza extracellulare di Trédntiene 5 particolari domini: i
domini D1 e D3 ricchi di cisteina, il dominio D2 @nente sequenze ripetitive ricche
di leucina e i domini D4 e D5 con struttura immulebglin-like. 11 dominio D5 e
responsabile del legame del NGF. Il recettore Tik& un unico corto dominio
transmembrana seguito da un dominio intracellutlr@to di attivita tirosin-chinasica
intrinseca. B) Struttura del recettore p75. Il dimero NGF deteanl’attivazione di
p75NTR mediante dimerizzazione del recettore. Imiohio extracellulare di p75
contiene 4 domini ricchi di cisteina (CRD-1/-4)rateristici dei recettori appartenenti
alla superfamiglia dei recettori di morte cellulareCRD sono carichi negativamente e
partecipano al legame delle neurotrofine al recetfw/5NTR. In figura € possibile
individuare i due siti di legame del NGF al recedtp75: sito I: formato dalla giunzione
CRD1-CRD2 e CRD2; sito Il: composto dalla giunzi€eieD3-CRDA4. Il recettore p75
ha un unico dominio transmembrana e uno intra@luton due particolari domini (il



dominio juxtamembrana o Chopper e il dominio di m@pmper l'interazione con le
proteine adattatrici. (Tratta da Freund and Frasz008)

Il recettore TrkA €& espresso nel sistema nervosirale e periferico (Muragalat
al., 1995), ma anche in tessuti non neuronali e gistauolo chiave nel controllo
della sopravvivenza, del differenziamento e dellaliferazione cellulare (Freund
and Frossard, 2004; Freund and Frossard, 2008)Ingnte agli altri recettori ad
attivita tirosina-chinasica, innesca segnali inttludari attraverso la fosforilazione di
chinasi e l'attivazione, nel nucleo, di fattori ttascrizione che inducono infine
I'espressione di specifici geni. Piu precisameiitiegame recettore-ligando induce
una dimerizzazione del recettore stesso e successiesco dell’attivita tirosina-
chinasica. Il recettore TrkA attivo fosforila duesrdui tirosinici: Y-490, prossimo
alla membrana intracellulare, e Y-785, localizzatbvello del residuo carbossilico
terminale (Segal, 2003) portando all’attivazione tdé principali cascate di
trasduzione del segnale, quali (1) il pathway Rds-R) la fosfolipasi-@1, (3) la

fosfatidil-inositolo 3 kinasi (PI3K) (Freund anddssard, 2008, Sofronieet al.,

2001; Kaplan and Miller, 2000; Pawson and Nash026 3).

1) Il recettore TrkA, mediante la Tyr-490 fosforilatateragisce con la proteina
adattatrice Shc (Src homology 2-containing proteiohe viene cosi
fosforilata e si lega ad un’altra proteina adattatnota come Grb-2 (growth
factor receptor bound protein-2). Questa proteilaga a sua volta al fattore
Sos (son of sevenless), che attiva la piccola @Gpra Ras che trasloca sulla
membrana cellulare (Rozakis-Adcoelt al, 1992; Segal and Greenberg,

1996), dove pud pertanto attivare la chinasi RafIlR espressa a livello



2)

della membrana cellulare, che a sua volta fosfétéé (Fabiaret al., 1993).

Raf attiva cosi la cascata delle MAPK, portandtativVazione di ERK1/2
(extracellular-regulated protein kinase 1/2) awrawe la chinasi MEK 1/2
(MAPK ERK kinase 1/2). Come effetto finale tale Ipmay porta
all'attivazione di fattori di trascrizione coinvolinella proliferazione e
sopravvivenza cellulare, in particolare Elk-1 (Breanet al.,1992) e CREB
(cAMP response element binding protein, Boainal.,1999; Liuet al.,1999;

Fig. 3).

Il recettore TrkA, una volta attivato da parte d&GF, pud reclutare la
fosfolipasi & (PLCy) che si lega alla tirosina fosforilata Tyr-785 del
recettore e in questo modo si fosforila e si ategga stessa (Vettet al.,
1991; Obermeieet al., 1993). La PL@ trasforma il fosfatidil inositolo 4,5-
bisfosfato in inositolo trifosfato (Hp e diacil glicerolo (DAG). L’IRsi lega al
suo recettore, espresso a livello della membrahgetieolo endoplasmatico,
determinando il rilascio di calcio nel citoplasntaedavorisce I'attivazione
della protein chinasi C (PKC) da parte del DAG (Begeret al.1993). La
PKC attiva a sua volta il pathway della chinasivata da mitogeni (MAPK)
mediante fosforilazione e attivazione delle chirgedla chinasi della MAPK
chinasi (MKKK-1 e -3), e portando infine all’attiz®ne della chinasi c-jun
N-terminale (JNK) e all'attivazione di p38 (Patapan and Reichardt, 2000

Fig.3).
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3) La fosfatidil-inositolo-3-chinasi (PI3K) si lega abcettore TrkA attraverso
I'interazione con la tirosina fosforilata di TrkAyi-751 (Ohmichiet al.,
1992). Una volta fosforilata dalla chinasi TrkA,Pd3K attivata favorisce la
formazione del fosfatidil inositolo 3,4-bisfosfathbe induce reclutamento, a
livello della membrana cellulare, della chinasi-fo8foinositide-dipendente
(PDK1) e attiva Akt (anche chiamata PKB, proteimnebi B; Dudeket al.,
1997; Andjelkovic et al., 1998). Akt, poi, inizia la trascrizione genicaro i
maniera indipendente dalla MAPK, attraverso l'atiine della chinasi
atipica PKE (Coleman and Wooten, 1994), o attraverso l'atimae del
pathway delle MAPK mediante coinvolgimento dellagola G proteina Rac

(Kita et al, 1998; Yasuet al.,2001; Fig.3).

11
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Fig. 3 Pathways attivati da TrkA. Il NGF inducendo la dimerizzazione del recettore
TrkA ne promuove l'autofosforilazione e determirattlvazione di specifici pathways.
L’attivazione della PLE e della PK@, B, 6 e¢, o della piccola G proteina Ras, induce
I'attivazione di MAPK p38, JNK ed ERK1/2. Un altpathway coinvolge la PI3K che
induce l'attivazione di Akt, con conseguente attiegae o di un pathway MAPK-
indipendente, attraverso l'attivazione della RKG delle MAPK, attraverso la piccola
G proteina Rac. (Tratta da Freund and Frossard)200

TrkA e frequentemente co-espresso con il recef@&NTR, appartenente invece alla
superfamiglia dei recettori per il fattore di nesirtumorale (TNFR). A differenza del
recettore TrkA che € un dimero, il recettore p75NdRn monomero per cui quando

NGF (dimero) si lega al TrkA non pud contemporaneai® legare p75 (Schor, 2005);

12



tuttavia quest’ultimo € in grado di interagire adbnomplesso TrkA-NGF modulandone
la trasduzione del segnale (Huang and Reichar@8)20

L’effetto biologico mediato da p75NTR dipende moltial contesto cellulare. In
generale, mentre TrkA trasmette segnali positivhed’aumento della sopravvivenza
ed il differenziamento, p75NTR € in grado di tratere segnali sia positivi che
negativi. L’attivazione di p75NTR da parte delleursrofine induce due maggiori
effetti: (1) induzione dell'apoptosi, attraversattivazione della MAPK JNK, o (2)

induzione della sopravvivenza cellulare, attraver&ttivazione del fattore di

trascrizione NReB (Fig. 4, A e B).

1) | pathways attivati dal recettore p75NTR, che deiteano l'induzione
dell'apoptosi, sono mediati dall'attivazione delld/APK JNK che puo
fosforilare proteine pro-apoptotiche, quali pemep® Bad, p53 e Bax, e indurre
cosi rilascio di citocromo c¢ dai mitocondri e altnione delle caspasi, in
particolare delle caspasi-3 e -9 (Casaccia-Boneefil., 1996; Leeet al.,2001;
Beattieet al., 2002; Fig. 4A). JNK puo anche portare all’attivam di c-jun e
alla formazione del fattore AP-1 che induce trasone genica (Sutteet al.,
1979; Whitfieldet al., 2001). L’attivazione di JNK da parte del recettpits e
indotta da tre maggiori pathways: (i) reclutamedigoroteine adattatrici, (ii)
sintesi di ceramide, e (iii) attivazione della mitec G proteina Racl. Tra le
proteine adattatrici e co-recettori (i), recentetaemescritti (Freund and
Frossard, 2008, Fig. 4), vi sono TRAF (Tumor nesrd®eceptor-Associated

Factor) 2, 4, 6, NRIF (Neurotrophin Receptor Intdrey Factor), ed NRAGE

13



2)

(Neurotrophin  Receptor-Interacting MAGE (Melanomantigen Gene
omologus)), coinvolte nella regolazione della sopirgenza e del ciclo cellulare
(Belliveauet al, 1997;Casademungt al, 1999). L’attivazione di p75NTR puo
inoltre produrre aumento dei livelli di ceramid® @d attivare il pathway di
morte cellulare costituito dalle proteine JNK-p5&8B(Aloyz et al., 1998) o
attivare le piccole G proteine della famiglia deRdo (iii) con conseguente
attivazione delle MKKK e delle MKK 4 e 7 (Fig. 4A).

L’induzione della sopravvivenza cellulare dopowatione del recettore p75 da
parte del NGF € mediata dall’attivazione del fadtati trascrizione NkB
attraverso tre maggiori pathways, che sono: (iJutemento di TRAF6 e
attivazione della chinasi associata al recettorellpd (IRAK) e della chinasi
atipica PKC, (ii) reclutamento di RIP-2 (receptateracting protein-2) e (iii)
attivazione di PI3K e Akt (Fig. 4B). Una volta atito, NFxB induce la
trascrizione di peptidi con attivita antiapoptotida particolare di proteine
appartenenti agli inibitori dell’apoptosi (AIP) ollaa famiglia di Bcl-2, o
molecole che bloccano i pathways apoptotici, quzdidd4B che forma un
complesso con MKK7 bloccandone l'attivita e prevede I'attivazione di JNK

(Papeet al.,2004a, 2004b).
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| TRANSCRIPTION |

| APOPTOSIS |

Fig. 4 Pathways attivati da p75. (A)Pathways pro-apoptoticka MAPK JNK gioca
un ruolo centrale nell'induzione dell’apoptosi pTediata. La MAPK JNK é attivata (i)
dalle proteine adattatrici NRIF e NRAGE reclutat@ domini juxtamembrana e di
morte del recettore, (ii) dopo attivazione dellsmgbdmielinasi e sintesi di ceramide, o
(i) dopo attivazione della piccola G proteina Rlache porta all’attivazione delle
MKK4 e MKK7. Una volta attivata, JNK induce la sessiva attivazione dei fattori
proapoptotici Bim, Bid, Bax e p53 che inducono illascio di citocromo c dai
mitocondri. Questo determina percio I'attivazionel ¢pathway delle caspasi, in
particolare caspasi 3 e 9, portando all’apoptdsiedettore p75, dopo attivazione da
parte del NGF pud anche reclutare altre proteinattaimici come NADE e SC-1,
responsabili anch’esse dell’attivazione dell’apsptma attraverso un meccanismo non
ancora chiarito.K) Pathways che mediano sopravvivenza. Il fattoreeagicrizione NF-
kB gioca un ruolo centrale nei pathways attivatip¥b per indurre sopravvivenza
cellulare. NFkB e attivato (i) dalla proteina adattatrice TRAF®ec porta al
reclutamento di IRAK, Il'attivazione di PKCe di IKK, (ii) dalla proteina adattatrice
RIP-2, o (ii) dopo attivazione di PI3K e Akt, cheortano alla fosforilazione e
attivazione di IKK. Una volta attivato mediante flm#azione, NF«B migra nel nucleo
e attiva la trascrizione di geni coinvolti nellgpsavvivenza cellulare. La proteina Bex-1
compete con RIP-2 per il legame al dominio di molkrecettore p75NTR e blocca la
sopravvivenza cellulare RIP-2-dipendente. (Tra#t&ceund and Frossard, 2008)
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La varieta di effetti biologici mediati da p75NTReediverse funzioni da esso svolte nel
contesto cellulare potrebbero essere spiegate atalhi@tto che p75NTR puo andare
incontro ad un processo proteolitico da partei-de y-secretasi dando origine a due
frammenti, rispettivamente un dominio extracellalad uno intracellulare, entrambi
dotati di attivita biologica, che portano pero affivazione di secondi messaggeri
differenti. Il primo, sottraendo neurotrofine al5NTR non clivato potrebbe prevenire il
segnale pro-apoptotico, invece il dominio intradelte potrebbe essere traslocato
all'interno del nucleo regolando la trascrizioneykider et al, 2005).a- e y-secretasi,
dunque, sono in grado di regolare la capacita dei lammenti di interagire con
specifici partners intracellulari e mediare specifsegnali (Coulsoret al, 2004;
Domeniconiet al,, 2005).

Altri effetti indotti dal recettore p75NTR sembranmoltre essere mediati
dall’'attivazione del pathway PDE4/cAMP/PKA. Studcenti (Sachst al., 2007) hanno
infatti identificato un nuovo meccanismo di trasdme del segnale attivato dal
recettore p75 che coinvolge la regolazione deilllinde cAMP. Secondo il modello
proposto da Sachet al. (2007), p75 riduce i livelli di cAMP medianteriterazione con
la fosfodiesterasi (PDE) cAMP-specifica, isoform2aE2A4/5. Questo meccanismo di
trasduzione del segnale e di particolare importadabmomento che inibitori selettivi
della PDE4 hanno un’azione antinflammatoria e uatenziale utilita terapeutica in
malattie infiammatorie polmonari, cosi come in umasta gamma di patologie
neurologiche come la depressione, le lesioni detloffu spinale e lo stroke

(Gretarsdottiret al, 2003; Nikulinaet al, 2004; Houslaet al., 2005). Inoltre, visti i
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molteplici geni regolati da cAMP e PKA, molte altfenzioni cellulari potrebbero

essere regolate dal signaling p75NTR/cCAMP (Satlsd, 2007).

I NGF, inizialmente e per molto tempo, € statadsto e caratterizzato come proteina
coinvolta in modo determinante nella maturaziomeeko sviluppo del sistema nervoso
centrale e periferico (Levi-Montalcini, 1987). Taita, studi successiv(Aloe et
al.,1994; Aloe et al, 1997; Aloeet al.,, 2000 indicano inaspettate azioni della
neurotrofina su svariate popolazioni cellulari m@uronali, suggerendo che la sua
azione a livello del sistema nervoso € solo untéspella sua biologia.

Dati recenti indicano che il NGF e i sui recettsano presenti sia nel rene sano che
affetto da varie patologie; tuttavia € ancora pouma l'esatta funzione che la
neurotrofina riveste nel controllo dell’attivitarfeionale delle varie popolazioni cellulari
renali (Durbeejet al., 1993; Huberet al, 1996; Bonofiglioet al, 2007). Nell’ambito
della funzionalita renale un ruolo di primo pianeé@nz’altro svolto dalla popolazione
cellulare podocitaria. Poicheé i podociti e le cielunervose condividono diverse
caratteristiche biologiche, quali un’analoga espimr®e di molecole coinvolte nella
trasduzione del segnale, nel trasporto transmeratearei contatti intracellulari, nonche
la stessa origine ontogenetica (Kobayashi, 200®aashiet al, 2004), e possibile che
il NGF svolga un ruolo chiave nella fisiologia debdocita, analogamente a quanto

avviene a livello neuronale.

17



1.2 Podociti

Una delle funzioni primarie del rene e eliminaré skngue, riversandole nelle urine, le
sostanze non necessarie all’organismo e trattengeze quelle necessarie. Durante
I'ultrafiltrazione del plasma dai capillari glomédau allo spazio di Bowman, il filtrato
passa attraverso la parete di filtrazione glomeeuyleostituita da tre strati: I'endotelio
vascolare fenestrato dei capillari, la membrananglulare basale (GBM) e lo strato dei

podociti (Fig. 5).

B MEMBRANA DI FILTRAZIONE
Vomerana pasale — . % Versante delluina
Pedicello —-‘7_‘_‘4‘-3.:_’_ %
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Fig. 5 Struttura della membrana di filtrazione glomerulare (A)Rappresentazmne
schematica della membrana di filtrazione inserikanterno del glomerulo renalgB)
Rappresentazione schematica: & possibile indivedigaire componenti della membrana
di filtrazione: endotelio capillare fenestrato; meana basale glomerulare e strato
viscerale della capsula di Bowman costituito dadqamti. (C) Ultrastruttura della
barriera di filtrazione glomerulare. Il lume capi® € rivestito da un endotelio
fenestrato (punte di freccia), adiacente alla mamdbrbasale glomerulare (GBM),
simile ad un nastro. | pedicelli dei podociti, chmgono da ponte insieme allo slit
diaphragm (frecce), confinano con la GBM e sonaoaridati dal filtrato primario
presente nello spazio urinario. (Immagine C. Trd&téiner, 2011).

18



| podociti sono cellule epiteliali altamente di#eziate, la cui funzione dipende dalla
loro complessa citoarchitettura, caratterizzata udavoluminoso corpo cellulare e
lunghe estensioni citoplasmatiche chiamate progassiari. | processi primari danno
origine, a loro volta, a corti processi secondarasciuti col nome di pedicelli (Fig.6). |
pedicelli si interdigitano strettamente con i pssieprimari e sono direttamente
applicati alla membrana basale glomerulare attsavéni filamenti. Gli spazi tra le
interdigitazioni, chiamati fessure di filtraziorsmno di larghezza uniforme e sono chiusi
da un sottile diaframma elettrondenso spesso 4 slinh diaphragm o diaframma
fenestrato). La superficie esterna dei podocitivestita da uno spesso glicocalice,
struttura fortemente carica negativamente, che s¢eénéde anche sulle fessure di

filtrazione (Pavenstadit al, 2003).

Fig. 6 Normale struttura del podocita. Immagine di Microscopia Elettronica a
Scansione (SEM) di un podocita glomerulare cosiectisi vede dallo spazio urinario.

I prominente corpo cellulare invia spessi procegsimari che si ramificano
ulteriormente nei sottili processi secondari (pelfiicche si interdigitano con i pedicelli
dei podociti adiacenti. Al di sotto dei processevia membrana basale glomerulare che
circonda il capillare glomerulare (non visibile gnesta immagine). (Tratta da Smoyer
and Mundel, 1998)
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Il corpo cellulare del podocita contiene un nugbkeominente, un sistema di Golgi ben
sviluppato, un abbondante reticolo endoplasmatsmiol e rugoso, prominenti lisosomi
e molti mitocondri. A differenza del corpo cellwdar processi cellulari contengono
invece pochi organelli. La densita di organelli mekpo cellulare indica un elevato
livello di attivitd anabolica e catabolica neceisaia asostenere l'integrita strutturale
di queste cellule dall'architettura cosi complessaa sintetizzare molti, se non tutti, i
componenti della GBMLa particolare forma di tali cellule e il mantemnio dei
processi primari e secondari sono garantiti dalles@gnza di un citoscheletro ben
sviluppato (Pavenstéaet al.,2003).

Quest'ultimo si compone di tre serie discrete denednti ultrastrutturali che si
distinguono per funzione e composizione: i miceofienti (7-9 nanometri di diametro),
i filamenti intermedi (10 nm) e i microtubuli (24), tutti formati da piccole subunita
proteiche. Nel podocita, il citoscheletro rispondite necessita della barriera di
filtrazione con diversi livelli di organizzaziondrgtturale. | pedicelli contengono una
fitta rete di filamenti di actina, o microfilamentnentre i microtubuli e i filamenti
intermedi costituiscono l'impalcatura dei procgasmari e del corpo cellulare centrale
(Andrews, 1981; Cortest al., 2000, Drenckhahn and Franke, 1988; Kobayashi and
Mundel, 1998; Vasmardt al., 1984).L'espressione di microfibrille podocita-specifiche
sembra essere un prerequisito per il processordiaimone dei pedicelli durante la
glomerulogenesi. Durante la capillary loop stagejtoscheletro passa da un fenotipo
epiteliale ad un fenotipo mesenchimale mediantedlizione dell'espressione del

microfilamento intermedio vimentina, seguita dabeiluppo di processi cellulari
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ramificati ricchi di actina che porta, alla finell'iaterdigitazione dei pedicelli
caratteristica della barriera di filtrazione mat(kolthoferet al., 1984, Nagatat al.,
1993). E interessante notare che una simile sequiinarrangiamenti del citoscheletro
puo essere osservata durante il differenziamentatio di podociti condizionalmente
immortalizzati (Mundekt al.,1997).

Le conoscenze riguardo al citoscheletro dei podeoito notevolmente aumentate nel
corso degli ultimi 50 anni. Dalla descrizione deahzioni citoscheletriche nei podociti,
in corso di danno glomerulare, si e arrivati a rtkdire I'esistenza di una notevole
omologia nell'organizzazione del citoscheletro padociti e neuroni, 0 meglio tra
pedicelli podocitari e dendriti neuronali. Infinég ultime intuizioni riguardo ai
meccanismi di trasduzione del segnale consentoacsempre migliore comprensione
dell'architettura altamente specializzata del padanaturo. Di notevole interesse e il
fatto che, le molecole recentemente identificat@eariticamente rilevanti nel garantire
una intatta barriera di filtrazione, siano proteidel citoscheletro o strettamente
interconnesse con il citoscheletro. Tale evidengapsrta l'ipotesi che il citoscheletro
costituisca I'elemento comune che lega le varientodi danno podocitario (Pavenstadt
et al.,2003).

Nei podociti € stato identificato un caratteristpaitern di proteine associate all’actina e
la loro regolazione, in corso di danno podocitahia, messo in luce la rilevanza del
citoscheletro nel mantenere intatta la barrieriltdazione. La prima proteina associata
all'actina, che é emersa dagli studi, e statandapobpodina (Mundett al, 1997). Si

tratta di una proteina podocita-specifica; origiaarente e stata infatti identificata come
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proteina associata all’actina caratteristica deiqeiti differenziati, dove gioca un ruolo
importante nell’ambito dell’apparato contrattiletina-basato, dei pedicelli podocitari
(Mundel et al, 1991). La sinaptopodina esiste in tre isoformeuronal Synpo-short,
renal Synpo-long e Synpo-T (Asanura@al, 2005). Numerosi studi hanno suggerito
che la sinaptopodina gioca un ruolo fondamentalanwelulare la forma e la motilita
delle spine dendritiche e delle cellule podocitékieindelet al.,1997) ma 'esatto ruolo
che la proteina svolge a livello molecolare € aadorgran parte sconosciuto. E’ noto
che, topi deficienti per la sinaptopodina mostrana normale espressione di nefrina e
di CD2AP, due marker di differenziamento podoc@amplicati nel mantenimento di
un normale sistema di adesione, associata ad urodahvello del citoscheletro, cio fa
si che il podocita non risponda adeguatamente stgholi, con perdita della sua
funzione fisiologica. Inoltre, studi su biopsie aéirdi bambini con vari tipi istologici di
sindrome nefrosica hanno rilevato una significatiiduzione di espressione di
sinaptopodina, particolarmente nelle GlomerulossieFocali e Segmantali (GSFS) e
nelle sindromi nefrosiche congenite, cioe nellerferpiu severe e corticoresistenti,
tanto che ne viene proposto il valore di markergpostico (Barisoniet al., 2009;

Asanumeet al.,2005; Yanagida-Asanun& al.,2007).

1.3 Podocitopatie

Il riconoscimento del ruolo svolto dai podociti ih@lganizzazione e nel mantenimento
dell'integrita della struttura e della funzione wglerulare, sia durante lo sviluppo

embrionale che nel tessuto renale maturo, ha imdottjuesti ultimi anni lo sviluppo di
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una serie di ricerche volte alla comprensione deteganismi molecolari che inducono
danno a livello di questa popolazione cellulardirad di poter individuare una terapia
mirata ed efficace nel controllare gli eventi paoetici precoci del danno renale.
L’approccio farmacologico attuale della maggior tpadelle glomerulopatie non é
risolutivo in quanto capace di controllare unicateem meccanismi patogenetici
secondari, con la conseguenza di produrre esclaeinge il rallentamento della
progressione del danno renale (Leeuwis éWal, 2010). Le podocitopatie umane
comprendono un ampio spettro di glomerulonefriti diversa etiologia.
Indipendentemente dalla causa, le risposte cheptadelazione cellulare mette in atto,
in seguito ad un danno, sono quattro (Fig. 7), sh#eaducono da un punto di vista
clinico nella comparsa di proteinuria: (1§ffacemeritovvero retrazione dei pedicelli,
dovuta a profonde modificazioni e riarrangiamemi dtoscheletro (€ quanto si verifica
per esempio nella Minimal Change Nephropaty (MCNR) alterazione della
maturazione cellulareil podocita fallisce nel completare la maturazocellulare e
conserva una certa attivita proliferativa tipicdleéasi immature della nefrogenesi. (3)
apoptosj (Glomerulosclerosi Focale e Segmentale (FSGS);dédlifferenziazionei
podociti danneggiati regrediscono verso uno staioirpmaturo e rientrano nel ciclo
cellulare (Collapsing Glomerulopathy, CG). (Barisenal.,2009; Leeuwit al.,2010;

Reiseret al,, 2010).
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INJURED PODOCYTES MAY TAKE 4
DISTINCT PATHWAYS

Podocyte injury

Reorganization
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{no change in (+ podocyte number) (# podocyte number) {(##+ podocyte number)
podocyte number)
A A
No changes
i lMg Segmental sclerosis Mesangial sclerosis Collapse
MCN FSGS DMS CG

Fig. 7 Rappresentazione schematica dei 4 differeriathways messi in atto dai
podociti in risposta ad un danno(Tratta daBarisoni et al, 2009)

Studi recenti hanno dimostrato che la proteinulie ad essere accompagnata a livello
macroscopico da alterazioni strutturali della dellpodocitaria, potrebbe essere |l
risultato del clivaggio enzimatico di regolatoriiae della struttura citoscheletrica
podocitaria, da parte della proteasi citosolicadtepsina (Mundel and Reiser, 2010;
Fig. 8).

Un aumento dell’espressione di L-Catepsina a livglodocitario € stato infatti
documentato in un ampio spettro di patologie renafiane associate a proteinuria,
inclusa la glomerulopatia membranosa, la glomeoldossi focale e segmentale
(FSGS) e la nefropatia diabetica (Segeal, 2007). Questi risultati dimostrano quindi
che la proteolisi, L-catepsina-mediata, a livelledpcitario potrebbe avere un ruolo

chiave nello sviluppo di molte forme di proteinuria
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Fig. 8 L'induzione della L-Catepsina nei podociti pecede I'effacement dei pedicelli
e la proteinuria. In seguito ad un insulto, i podociti stazionaripopadono con un
aumento dell’espressione citoplasmatica e deNisdtidella L-Catepsina citosolica e
successivo sviluppo di processi podocitari (petljoelobili. Questa risposta migratoria
porta ad effacement dei pedicelli, rimodellamengtiadslit diaphragm e proteinuria.
(Tratta da Mundel and Reiser, 2010).

L’abnorme rimodellamento glomerulare, che sottidtetiespansione mesangiale, cosi
come le alterazioni a carico del microcircolo elal®larriera di filtrazione glomerulare
che si verificano in corso di proteinuria, sonotepate da alterazioni dell’espressione,
ma anche dall’azione periferica, di fattori solubche, di regola, partecipano al
mantenimento dellomeostasi tessutale glomerulatiEaverso un’azione sia di tipo
autocrino che paracrino all'interno del glomerutesso. La fonte di questi mediatori
solubili & da ricercarsi non soltanto nelle cellodsidenti del glomerulo, endoteliali,

mesangiali ed epiteliali, ma anche in cellule nesidenti, quali piastrine, linfociti e
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monociti-macrofagi, che vi giungono attraverso dtrénte circolatorio, o in cellule
neuronali, responsabili dell'innervazione del remefattori coinvolti comprendono:
citochine, agenti vasoattivi, fattori che modulalzo coagulazione e la fibrinolisi,
molecole di adesione e fattori di crescita, impgligaevalentemente nel controllo del
ricambio cellulare e della matrice extracellulaPaidliese et al., 1999; Pugliese,2006).
Tra questi ultimi un ruolo importante potrebbe essaolto dal Nerve Growth Factor
(NGF). E' da sottolineare che i reni sono innen@incipalmente da diramazioni
provenienti dal plesso celiaco e dal nervo piccgitancnico, fibre appartenenti al
sistema ortosimpatico. Questa peculiarita anatogacantirebbe un' elevata presenza di
NGF a livello renale candidando la neurotrofina eoam importante regolatore nella

fisiopatologia del rene.

2. SCOPO DELLA RICERCA

I NGF, originariamente identificato come fattorengortante nello sviluppo e
maturazione del sistema nervoso centrale e pexifeha sicuramente visto negli ultimi
anni ampliare enormemente le conoscenze sullaisi@ia, ma anche le implicazioni
per la patologia e forse la farmacologia di moliattie della specie umana (Aloe and
Calza, 2004). Sebbene esistano gia numerose eeidend'importanza della
neurotrofina nel controllo dell’attivita funzionatk numerose popolazioni cellularon-
neuronali, il ruolo svolto dal sistema NGF/recatfwer il NGF, a livello renale, non é
ancora stato documentato. Poiché i podociti e lleileenervose condividono diverse

caratteristiche biologiche e la stessa origine gemnetica (Kobayashi, 2002; Kobayashi
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et al, 2004), la neurotrofina potrebbe rappresentariatiore fondamentale anche nella
maturazione, nei cambiamenti strutturali, e quindilla funzione delle cellule

podocitarie, analogamente a quanto gia descriitaexgoni.

Lo scopo del presente studio é stato quello ditearzzare il sistema NGF/recettori per
il NGF nei podociti umani al fine di comprenderepibtenziale ruolo fisiopatologico
della neurotrofina, valutando I'effetto del NGF laubroliferazione cellulare, sullo
sviluppo dei pedicelli e sul corretto differenziartee podocitario. A tal fine e stata
utilizzata una linea podocitaria umana mantenutacondizioni di coltura tali da

consentire il mantenimento dello stato indifferamaio il fenotipo cellulare maturo.

3. MATERIALI E METODI

3.1 Anticorpi

L’anticorpo policlonale rabbit anti-p75, diretto idoo gli aminoacidi 266-357 del
recettore per il NGF, NGFRp75, I'anticorpo policide goat anti-ANT, diretto contro
un peptide corrispondente ad una regione interhAN€ di origine umana, I'anticorpo
monoclonale mouse anti-COX [V, diretto contro I'ena-marker mitocondriale COX
IV e I'anticorpo policlonale anti-sinaptopodina,neostati forniti da Santa Cruz (CA,
USA). L’anticorpo policlonale rabbit anti-TrkA, cheon cross-reagisce con TrkB né
con TrkC, e stato fornito da Upstate (Millipore @oration, Billerica, MA). L'anticorpo
policlonale rabbit anti-PDE4A, diretto contro lagiene C-terminale del PDE4A, che

cross-reagisce con tutte le varianti conosciut€ dE4A comprendenti PDE4Al (66
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kDa), A5 (109 kDa), A8 (106 kDa), Ax (102 kDa) eaumariante di 76 kDa specifica
dei testicoli, € stato fornito da Abcam (Cambridg&). Gli anticorpi anti-phospho-
p44/42 MAPK (Erk1/2) (Thr202/Tyr204), anti-p44/42ARK (Erk1/2), anti-phospho-
p38 MAP Kinase (Thr180/Tyr182) e anti-p881AP Kinase sono stati forniti da Cell
Signaling Technology (Massachusetts, USA ). Glicampi secondari goat anti-rabbit e
goat anti-mouse HRP-coniugati sono stati forniti bevitrogen (NY, USA). I

complesso particellare goat anti-rabbit-gold (10) nén stato fornito da AURION

Immuno Gold Reagents & Accessories (The Netherlands

3.2 Colture cellulari

La linea cellulare di podociti umani, ottenuta deplsia renale e trasfettata con il gene
tsSV40, e stata isolata presso il Dip. di PatolafgibHaartman Institute dell’Universita
di Helsinki, diretto dal Prof. Holthofer. Le celtulproliferano a 33°C (temperatura
permissiva) in cui il gene tSV40 é attivo, mentigando vengono trasferite a 37°C
(temperatura non-permissiva) l'antigene € inattdasicché le cellule smettono di
proliferare e assumono il fenotipo di podociti drénziati. Gli esperimenti sono stati
condotti su podociti mantenuti sia a “temperatugenpssive” (usando passaggi tra 5 e
15) che a temperature “non permissive”. In entraf@b&ondizioni sperimentali le
cellule sono state mantenute in coltura in RPMIdL&4ricchito con 10% Fetal Bovin
Serum (v/v), 1% Penicillina/Streptomicina (v/v), 6 ITS (Insulin-Transferrin-
Selenium; v/v). Il mezzo é stato cambiato tre valteettimana e a 33°C le cellule sono

state fatte crescere fino al 80% di confluenzasinizzate e rimesse in coltura ad una
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diluizione di 1:3-1:5. Prima del thermo-switching3@°C, le cellule sono state fatte
crescere fino al 70-80% di confluenza, staccatetate, seminate in piastre trattate con
collagene di tipo | e incubate alla temperatura-pemmissiva di 37°C (5% C{pallo
scopo di inattivare I'antigene SV40 e consentirsi @le cellule di acquisire il fenotipo
completamente differenziato. Il numero di celluléaevitalita cellulare € stata stimata

usando il Cell Countess automated cell counterit(lyen).

3.3 RT-PCR e Real-Time PCR

L’espressione del mMRNA per NGF e per i suoi recetfdrkA e p75), nonché
I'espressione del mRNA per sinaptopodina, sond stutati mediante metodica di
RT-PCR e Real Time-PCR. L'RNA totale e stato ewiralalle cellule proliferanti e
completamente differenziate utilizzando il Purelk_ifotal RNA Blood Purification Kit
(Invitrogen) ed é stato quantificato con il fluoretmo Qubit (Invitrogen) utilizzando il
kit Quant-iT™ RNA Assay Kit (Invitrogen). L'RNA totale (100 ng)séato convertito in
cDNA mediante reazione di trascrizione inversaiagdndo il kit SuperScript VILO
cDNA Synthesis Kit (Invitrogen). | cDNA sono stgtoi amplificati per NGF e i suoi
recettori (TrkA e p75), oppure per la sinaptopodisando i seguenti primers forniti da
Invitrogen: NGF (fwd: CAGGACTCACAGGAGCAAGC; rev:
GCCTTCCTGCTGAGCACACA), TrkA (fwd: CCATCGTGAAGAGTGGCTC; rev:
CCAGCTCTGTGAGGATCCAG), p75 (fwd: CGTGTTCTCCTGCCAGGA, rev:
GAGATGCCACTGTCGCTGTG), sinaptopodina (fwd:

CATGGTGGAAAGGAGGATGATGG; rev: ACTTGGGGTCGGAGCTGGGAL),
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actina (fwd: CTACAATGAGCTGCGTGTGG; rev: GTGAGGATCTRATGAGG) e
utilizzando la Platinum® PCR SuperMix (Invitroge) tal punto i prodotti amplificati
sono stati analizzati mediante elettroforesi sudgabarosio (2%), visualizzati mediante
transilluminatore a raggi UV e fotografati.

I cDNAs sono stati anche usati per I'analisi quatitta del mMRNA per TrkA e p75 in
real-time PCR analysis utilizzando TagMan Gene esgion Assay (Applied
Biosystems). | primers per TrkA e p75 (NTRK1, Hs01021011_mi; NGFR,
Hs00609976_m1) sono stati forniti da Applied Bidsyss. | risultati sono stati
analizzati con il sofware StepOne Real Time Sysi2ri (Applied Biosystems) usando
il metodo del comparative Ct. | dati sono espressne AACt per i geni TrkA e p75
normalizzati per Ig-actina. L’analisi quantitativa del mMRNA per NGsieaptopodina
e stata invece effettuata utilizzando iI SYBR® GifeB™ Reagent System
(Invitrogen). | risultati sono stati analizzati cdrsofware StepOne Real Time System
v2.1 (Applied Biosystems) usando il metodo del carapive Ct. | dati sono espressi

comeAACt per il gene, NGF o sinaptopodina, normalizzaolap-actina.

3.4 Determinazione della concentrazione di NGF ndeante saggio ELISA

I NGF e stato quantificato nel mezzo di coltura pledociti umani, sia proliferanti che
a differenti stadi del processo di differenziamentigsando il Sistema NGF Emax
Immunoassay (Promega ltalia, Italy), seguendoatqmollo fornito dal kit. La densita
ottica é stata misurata a 450 nm. La concentrazibh&SF € stata espressa come pg/ml

e tutti gli esperimenti sono stati condotti in licato.
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3.5 Western Blotting

Lo studio dell’espressione delle diverse proteinentdresse e stato condotto mediante
Western Blotting, eseguito secondo il metodo NUPAHES SDS system (Invitrogen).
Le cellule sono state esposte ad un opportuno tbdifissi (HEPES 50 mM, NaCl 150
mM, MgCl, 1,5 mM, EDTA 10 mM e pH 7,5, glicerolo 10%, Trito&100 1%)
arricchito con l'aggiunta di un cocktail di inibiiodelle proteasi (aprotinina 0,6%,
fenilmetanolsolfonilfluoruro (PMSF), ortovanadatosidio 1,2mM). | campioni sono
stati incubati per 30 minuti in ghiaccio, succeasiente centrifugati a 12000 rpm per
15 minuti a 4°C e il sovranatante e stato utiliazaér la determinazione delle proteine
totali mediante il fluorometro Qubit (Invitrogen}ilizzando il kit Quant-iT" Protein
Assay Kit. Un’aliquota di lisato cellulare contemencirca 3pig di proteine per
campione e stata denaturata mediante I'aggiundecil Solfato di Litio (LDS, 1:4) e
riscaldata a 70°C per 10 minuti, successivamenf@déeine sono state esposte ad un
agente riducente (1:10). | campioni cosi allegstiino stati caricati, unitamente ad un
marker di peso molecolare notdagicMark (Invitrogen), su un gel di poliacrilamneid
(4-12% bis-tris gel da 1-1,5 mm) posizionato in @aaera elettroforetica ed immersi
in un tampone di corsa; la separazione e statauittemediante applicazione alla
camera di un campo elettrico di 200 V costante3%50 minuti. Le proteine separate
mediante elettroforesi sono state trasferite dalsgeuna membrana di nitrocellulosa
mediante elettrotrasferimento con camera transibloin tampone di trasferimento. Il
trasferimento delle proteine é stato ottenuto nmdiapplicazione alla camera di un

campo elettrico costante di 25 V per 1 h. Il cao&aricamento delle proteine e il loro
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trasferimento su membrana € stato confermato meediBonceau-red staining.e
proteine, fissate sul filtro di nitrocellulosa, sostate successivamente visualizzate
tramite immunorivelazione. La membrana di nitradelsa € stata posta in blocking
solution (5% di milk in TBST buffer 1X) per 60 mitia temperatura ambiente e poi
incubata over-night a 4°C con l'anticorpo primasipecifico per il target di interesse.
Dopo tre lavaggi con TBST buffer la membrana eastatubata per 1 h con lo specifico
anticorpo secondario coniugato con la perossidasafdno in grado di riconoscere la
porzione della IgG utilizzata come anticorpo primarTrascorsi i 60 minuti di
incubazione con I'anticorpo secondario, e dopodgvaon TBST buffer, la membrana
e stata esposta allECL Western Blotting Analysyst8m, contenente 8, e luminolo,

un substrato chemiluminescente. La perossidasteidtiO, liberando 20che andra ad
ossidare il luminolo con la contemporanea produzidnluce. La luce emessa e stata
rilevata esponendo la membrana ad una lastra ffiogr(X-ray film). Le immagini

fotografiche sono state processate in Adobe Phopgi0.

3.6 Immunofluorescenza

Le cellule sia proliferanti che completamente ddéfeziate sono state fatte crescere fino
al 80% di confluenza in Flask da 75 %niripsinizzate e rimesse in coltura alla
concentrazione di 5x20n piastre da 6 pozzetti in mezzo completo. Sigicamente &
stato rimosso il mezzo e sono stati effettuati dg@vacon Phosphate-Buffered Saline
(PBS). Le cellule sono state fissate quindi conafdamaldeide al 2% per 10 min. |

podociti sono stati successivamente lavati con B8$cubati con NECI 50mM per
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30 min a RT, per bloccare l'autofluorescenza. Digmaggio con PBS, le cellule sono
state incubate con Goat Serum al 2% in PBS periBQpar bloccare i siti aspecifici, ed
esposte agli anticorpi primari (TrkA 1:200 e p7200) overnight a 4°C. Dopo lavaggi
con PBS, le cellule sono state esposte agli apiig@condari (Alexa-Fluor 488 goat
anti-rabbit IgG) 1:500 per 1h a temperatura amkeiebpo esposizione al DAPI (1:500
in PBS) per 10 min, per la colorazione dei nudeeicellule sono state sottoposte a
diversi lavaggi con PBS e montate con Fluoromontr@unting media (Southern
Biotech).

Per la colorazione dei mitocondri le cellule sortates esposte al Mitotracker-red
(Molecular Probes) seguendo il protocollo suggetdta ditta fornitrice.

Le immagini sono state acquisite con un microscaj@ica AF 9600, utilizzando una
lente a immersione 100x e sottoposte a deconvaiazsecondo il protocollo Leica per

la microscopia a deconvoluzione.

3.7 Indagine ultrastrutturale ed immunocitochimica

| campioni in esame sono stati sottoposti a fisgezialdeidica seguita da una post

fissazione in tetrossido di osmio. Il fissativo smte in una miscela costituita
dall’'agente chimico di fissazione, la glutaraldeidl tetrossido di osmio e da una
soluzione tampone a base di fosfato, che ha loosecbhpmantenere il pH costante
durante tutto il processo. Per la prima fissazideé campione é stata utilizzata la
glutaraldeide al 3%, per 2 ore, veicolata da unptam a base di fosfato (fosfato

monobasico e bibasico di sodio, 0.1 M, pH 7.2). IRgrost-fissazione € stato scelto |l
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tetrossido di osmio all'l%, a penetrazione piu denspetto alle aldeidi, veicolato

sempre da un tampone fosfato. Tra le due fissaadral termine della fase di post-
fissazione i campioni vengono sottoposti a piu d¢ayvacon il solo tampone fosfato

(0.15M).

La fase di disidratazione prevede la completa riorez dei liquidi presenti nel tessuto e
la sostituzione con un solvente organico compatibdn la resina usata nella fase di
infiltrazione. Gli agenti disidratanti sono solveatganici ad alta forza e responsabili,
per tale motivo, di un certo grado di coartaziodeestrazione dei costituenti cellulari.

La procedura di disidratazione e stata effettuatananiera graduale, immergendo il
campione in soluzioni a concentrazione crescerdcdtone. Terminata la disidratazione
e stata avviata la procedura di inclusione che istnsella graduale sostituzione del
disidratante con il mezzo di inclusione. Per iltn@studio e stata utilizzata una resina
epossidica ottenuta miscelando Epon 812 ed Araliditeresenza di agenti indurenti ed
acceleratori. La successiva fase di polimerizzazipermette di ottenere un blocchetto
di inclusione. Le operazioni di inclusione sonotestaondotte sotto cappa, quelle di
polimerizzazione in stufa a 60°. | campioni inclagi blocchetti di resina, sono stati
sottoposti dapprima ad una fase denominata di fitiimy”, la quale consiste nella

rimozione della resina in eccesso presente intatb@ssuto in esame, quindi posizionati
e bloccati sul braccio dell'ultramicrotomo LKB WAtiome 11l che oscillando determina

il taglio delle sezioni ultrafini, dello spessore@d-90 nm. Le sezioni ultrasottili sono

state sottoposte ad un processo definito “contzesia’, che consiste nel trattamento

del campione con metalli pesanti in grado di fissaelettivamente alle strutture
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subcellulari con conseguente aumento dello scagfecon il fascio elettronico del
microscopio. E' stato prima usato I'acetato di deafper 10’) e poi il citrato di piombo
(sempre per 10’) entrambi in soluzione al 2%. li 8aluranio si fissano in particolare
agli acidi nucleici, evidenziando la cromatina mack ed i ribosomi mentre i sali di
piombo potenziano l'azione dellosmio e dell'uranidelineando ['ultrastruttura

cellulare. Alla contrastazione segue la fase dathetazione.

3.8 Immunocitochimica applicata al TEM

Per i campioni sottoposti allesame immunocitocloiopie stata effettuata una fissazione
in paraformaldeide al 4% in tampone fosfato perog#a 4 °C. Dopo il lavaggio del
campione e stata condotta la disidratazione in@atnazioni crescenti di etanolo fino ad
arrivare ad etanolo a 70°. | campioni sono stafine, inclusi in resina acrilica LR
White e messi a polimerizzare a 60°C per 36 ore.

Per la localizzazione degli antigeni in esame mediante immuno-oro marcatura ¢ stata
seguita la seguente procedura. Sezioni ultrasottili (60-90 nm) incluse in resina, montate

su retini di nichel, sono state preincubate in glicina 0,05M-PBS a faccia in giu Su goccia
per 20 min e lavate con BSA 1% PBS. Le sezioni sstate incubate con anticorpo
primario, anti-TrkA o anti-p75NTR, diluito 1:10 IBSA 1% PBS, a 4°C overnight in
camera umida. Dopo tre lavaggi in BSA 1% PBS, lHose sono state incubate con
anticorpo secondario coniugato con sfere d’orocoodélle da 10 nm di diametro, diluito
1:10 in BSA 1% in PBS per 1 ora in camera umida@raperatura ambiente. Sono

seguiti tre lavaggi in BSA1% PBS e tre inMHdistillata. | retini sono quindi stati
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contrastati con acetato di uranile, asciugati, hzet@i ed osservati al microscopio

elettronico a trasmissione.

3.9 Preparazione dei mitocondri

Le cellule sono state staccate con trispsina eitiegdte a 2000 rpm a RT per 5 minuti.
Il pellet & stato successivamente risospeso in RiB#fer (Sigma Aldrich) arricchito
con inibitori delle proteasi e digitonina 0.1% eubato a 4°C per 15-20. Il campione &
stato centrifugato a 3000 rpm per 15" a 4°C. llesnptante € stato raccolto e
centrifugato nuovamente a 14000 rpm per 20' a 4t@€nendo i mitocondri (Cionet
al., 2010). Il pellet é stato risospeso in Triton »316ttenendo il lisato proteico
mitocondriale, utilizzato per la determinazionel@groteine mitocondriali mediante il

fluorometro Qubit (Invitrogen) utilizzando il kit@nt-iT" Protein Assay Kit.

3.10 Ciclo cellulare

Per la determinazione della distribuzione delléutelnelle varie fasi del ciclo cellulare
e stata utilizzata la citofluorimetria, una tecnatee analizza singole cellule mediante la
rilevazione della luce emessa da fluorocromi. Na$oc specifico € stata usata la
colorazione con un agente intercalante del DNAptluro di Propidio (Pl), che, dopo
essersi legato all'acido nucleico, aumenta notesotenla propria fluorescenza. Sara
possibile osservare cellule con quantita di DNAatzle da 2N (G0/G1) a 4N (G2/M).
Un istogramma rivela la frazione di cellule pregenelle varie fasi del ciclo cellulare.
Le cellule trattate con anticorpi anti-NGF (20-4§/ml) e di controllo sono state lavate

in PBS, fissate in etanolo al 70% e poste a -208C2d h. Le cellule cosi fissate sono
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state poi centrifugate e risospese in 300 pl difRdn X-100 staining solution
addizionata di RNase A. Sono state poi incubate3panin a temperatura ambiente su
un agitatore. | dati sono stati analizzati esclaegli aggregati ed i frammenti cellulari
tramite i valori di FSC (Brward SCatter) e SSC (&#le SCatter). La conta delle cellule
in ogni fase del ciclo cellulare e stata effettuatando un BD FacsCalibur Flow
Cytometer (che misura la fluorescenza alla lucsapdovuta alla presenza di IP) e |l

software CellQuest.

3.11 Analisi mediante Microscopia Elettronica a &nsione (SEM)

| campioni sono stati fissati adeguatamente al fthemodificare artificialmente
I'ambiente cellulare, di immobilizzare i componemtolecolari e macromolecolari della
cellula arrestandone le attivita metaboliche. Irtipalare i podociti sono stati sottoposti
a fissazione aldeidica seguita da una post-fiseazio tetrossido di osmio. Per la prima
fissazione dei campioni € stata utilizzata glutieale al 3% veicolata da un tampone a
base di fosfato (fosfato monobasico e bibasicoodis 0.1 M, pH 7.2). Per la post-
fissazione e stato scelto il tetrossido di osmid %, a penetrazione piu lenta rispetto
alle aldeidi, veicolato sempre da un tampone fosféta le due fissazioni ed al termine
della fase di post-fissazione i campioni sono stattoposti a piu lavaggi con il solo
tampone fosfato (0.15M).

La fase di disidratazione che prevede la complet@zione dei liquidi presenti nel
campione € stata effettuata mediante passaggiluzisni di acetone in una scala

crescente di concentrazioni: 50, 70, 90 e 100%.0Degasi di prelievo, stabilizzazione
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e disidratazione, i campioni sono stati sottopabtprocesso di essiccamento; questo
consiste nell'allontanamento dei fluidi eventualteenpresenti nel campione,
generalmente acqua o solventi utilizzati per laddidazione. La metodica seguita e
stata quella del “critical point drying”, che imge I'anidride carbonica (C{p come
fluido intermedio. Una volta essiccati, i prepara@ngono posizionati su porta-
campioni specifici per SEM e quindi sottoposti didese di ricopertura che prevede
'impiego di sostanze metalliche ad elevato pesomaio (oro nel caso specifico). |

campioni cosi allestiti sono stati osservati al SE2diss DSM 940",
3.12 Co-Immunoprecipitazione

L’immunoprecipitazione € stata condotta medianti&carpi specifici (anti-p75NTR ed
anti-PDE) su estratti mitocondriali o lisati ce#iul utilizzando il Dynabeads® protein G
kit (Invitrogen) seguendo il protocollo fornito dit.

Le proteine purificate sono state poi sottoposteossa elettroforetica su gel di

poliacrilammide ed evidenziate con gli anticorpesifici mediante western blotting.
3.13 Saggio per la valutazione dei livelli di cCANA

1x1¢ di podociti trattati dal 6° al 15° giorno con autipi anti-NGF (40 pg/ml) o con
IgG di capra alla stessa concentrazione o espbstla mezzo di coltura, sono stati
lisati mediante una soluzione di HCI 0.1N, ed ielivdi cAMP sono stati valutati
mediante saggio ELISA (Assay Designs). Le cellalecsstate trattate per 16 h con 100
ng/ml di PTX. Per l'inbizione dell'attivita fosfafiterasica le cellule sono state trattate

per 16 h con isobutil-metilxantina (500 uM, IBMX;aBiochem), 8-metossimetil-3-
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isobutil-1-metilxantina (18.7 pM, inibitore dellaDE1; Calbiochem), eritro-9-(2-
idrossi-nonil)-adenina (80 uM, inibitore PDEZ2; Qalthem), trequisina (100 nM,
inibitore PDE3; Calbiochem) e rolipram (10 uM, indvse PDE4; Calbiochem). Le

cellule sono state trattate con forskolin in presetegli inibitori per 1 h.

3.14 Analisi statistica

| risultati sono presentati come Media £+ SEMhdisperimenti indipendenti.
La significativita statistica e stata determinatadmnte studenttest. | dati sono stati

analizzati usandGraphPad Prism®&oftware.
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4. RISULTATI

4.1 CARATTERIZZAZIONE NEI PODOCITI UMANI INDIFFEREN  ZIATI E
MATURI DELLA PRESENZA DEL NGF E DEI SUOI RECETTORI

a) Analisi dell’espressione del gene e della sintesgecrezione della proteina NGF

nei podociti umani immaturi ed in corso di differerziamento

La valutazione dell’'espressione del gene codifeahiNGF nelle cellule podocitarie
immature e nelle varie fasi del loro differenziatea stata condotta mediante metodica
di RT-PCR e di real-time PCR al fine di apprezzarentuali variazioni quantitative del
gene per la neurotrofina legate alla maturazionetfpica. 100 ng del’RNA estratto dai
podociti coltivati in condizioni permissive e nomrmissive sono stati convertiti in
cDNA mediante retrotrascrizione. Sui cDNA cosi mibded opportunamente diluiti €
stata effettuata I'amplificazione di una porzioret dene del NGF mediante primers
specifici. | risultati ottenuti sono stati validatonfrontandoli con quelli di primers
specifici per lg3-actina.

Come illustrato in Fig 1Aj podociti, coltivati sia in condizioni permissiv&e non
permissive, esprimono costitutivamente il mRNA pérNGF. La valutazione
quantitativa, condotta mediante Real-Time PCR {BYy. ha permesso di evidenziare
come nei podociti in corso di differenziamento euelli maturi si osserva un aumento
significativo dei livelli di mRNA per la neurotrafa rispetto alle cellule indifferenziate
o0 coltivate a 37°C per 24 ore.

L' analisi della produzione e della secrezione @M\biologicamente attivo, & stata

condotta nel mezzo condizionato di podociti indefeziati e durante i vari stadi di
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maturazione cellulare mediante saggio ELISA. lltedu(Fig.1C) hanno dimostrato che
i podociti coltivati nelle condizioni sperimentgdermissive 0 non permissive sono in
grado di sintetizzare e secernere costitutivamianteurotrofina sottoforma di proteina
matura, con un incremento significativo dei livelli NGF nelle fasi terminali del

differenziamento cellulare.
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Fig. 9 Analisi dell’espressione genica e proteicaetNGF. L'RNA e stato raccolto dai
podociti proliferanti e a differenti stadi della taeazione cellulare. 1 livelli di mMRNA
per il NGF sono stati valutati mediante (A) RT-PERB) Real-Time PCRC) | livelli

di NGF, prodotto e rilasciato dalle cellule, sonatisvalutati mediante saggio ELISA
nel mezzo condizionato di podociti indifferenziatdurante i vari stadi di maturazione
cellulare. Ogni campione €& stato processato inlidafp ed i valori ottenuti
rappresentano la media + ES rapportati ad ix#0ule. Il grafico & rappresentativo di
tre esperimenti indipendenti. *p < 0.05 versus ellgte proliferanti); **p < 0.001
versus p (cellule proliferanti)YP: proliferanti; 19, 399, 499, 799, 899, 1199, 44y
15gg: giorni di differenziamento).
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b) Analisi dell'espressione dei geni per i recettordel NGF e della sintesi delle
proteine recettoriali mature per la neurotrofina nei podociti umani immaturi ed

in corso di differenziamento.

La valutazione della presenza dei geni codificgeti i recettori ad alta (TrkA) ed a
bassa affinita (p75NTR) per il NGF nei podociti imtmri ed in corso di
differenziamento é stata condotta mediante metadiiéT-PCR e di real-time PCR al
fine di evidenziare eventuali variazioni quantitatdell'espressione del gene per TrkA e
per p75NTR legate alla maturazione fenotipit@0 ng dell'RNA estratto dai podociti
coltivati in condizioni permissive e non permissigeno stati convertiti in cDNA
mediante retrotrascrizione. Sui cDNA cosi prodetti opportunamente diluiti € stata
effettuata I'amplificazione di una porzione del ggrer TrkA e per p75NTR mediante
primers specifici. | risultati ottenuti sono staglidati confrontandoli con quelli di
primers specifici per |g-actina.

Come illustrato in Fig. 10A i podociti coltivatiasiin condizioni permissive che non
permissive esprimono costitutivamente il MRNA pexdettori del NGF. La valutazione
quantitativa condotta mediante metodica di reabtifCR ha permesso di evidenziare
(Fig. 10B) come nei podociti umani i livelli di mR¥Nper il gene codificate il recettore
ad alta affinita per il NGF (TrkA) e il gene codifinte il recettore a bassa affinita per la
neurotrofina (p75NTR) si mantengono costanti intetue condizioni sperimentali
adottate.

La quantificazione delle proteine recettoriali Trek4p75NTR nei podociti immaturi ed
in corso di differenziamento é stata condotta nredianetodica di Western Blotting e

riconoscimento con anticorpi specifici. Per valatdtuniformita della quantita di

42



proteine totali caricate sul gel sono stati stimdivelli di B-actina presenti a livello
cellulare. 1 risultati (Fig. 10C) hanno dimostratbe i podociti umanijn corso di
proliferazione e durante le prime e ultime fasidiflerenziamento cellulare, esprimono
costitutivamente i recettori per il NGF nella Idoyma matura. L’analisi densitometrica
(Fig. 10D) ha evidenziato che i livelli proteicildecettore a bassa affinita subiscono
una lieve variazione nel corso del differenziamementre I'espressione del recettore
TrkA e risultata notevolmente aumentata nella fdiseompleta maturazione cellulare

rispetto alla condizione di immaturita fenotipica.
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Fig. 10 Analisi dell’espressione del mRNA per i resttori del NGF (TrkA e p75) e della
sintesi delle proteine recettoriali mature per la eurotrofina in podociti proliferanti e

in corso di differenziamento. L'RNA €& stato raccolto dai podociti proliferanti)(g a
differenti stadi della maturazione cellulare (1gg./15gg: giorni di differenziamento). |
livelli di mRNA per i recettori sono stati valutatiediante RT-PCRA() e Real-Time PCR
(B). | lisati totali di podociti proliferanti (p) e a défenti stadi del differenziamento (1g,
799, 15gg) sono stati testati separatamente coangjitorpi per i recettori TrkA e p75 e
analizzati mediante metodica di Western blottinyy (@ome controllo interno e’ stata usata
la proteinaf-actina (D) Quantizzazione dei livelli di TrkA e p75 normalitzger la
proteinaf-actina | dati sono espressi come medie £+ SEM di tre raseati indipendenti.
*P<0.05 vs p (proliferanti).
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L’analisi dell’'espressione proteica dei recettat p NGF e stata ulteriormente validata
mediante metodica di immunofluorescenza in podoaibltivati in condizioni
permissive 0 non permissive per 15 giorni. | ratlthanno dimostrato che,
analogamente a quanto evidenziato con la metodivéedtern Blotting, sia i podociti
immaturi, che completamente differenziadisprimono in forma matura entrambi i

recettori per il NGF.

TrkA p73

Fig. 11. Analisi mediante immunofluorescenza dellspressione proteica dei
recettori TrkA e p75 in podociti umani immaturi (p) e completamente differenziati
(d). I podociti umani in entrambe le condizioni speritadinsono stati separatamente
immunomarcati con l'anticorpo policlonale anti-p{i®sso) o I'anticorpo policlonale
anti-TrkA (verde). Il nucleo e stato marcato coBAPI (blu).

c) Analisi della localizzazione subcellulare dei ttori per il NGF.

La distribuzione dei recettori per il NGF a livelkub-cellulare & stata condotta, in
podociti proliferanti 0 completamente maturi, ateeso la metodica di Microscopia

Elettronica a Trasmissione (TEM). Come illustra@tienfigure 12 e 13 i risultati hanno
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dimostrato come nei podociti indifferenziati il ettore p75NTR sia localizzato a livello
della membrana cellulare (Fig. 12 pannello 1A)ladekgione perinucleare e della
membrana nucleare (Fig 12 pannello 1B). Una anatbgiibuzione del recettore e
stata osservata nei podociti maturi (Fig. 13 1ABg, lassociata ad una concomitante
presenza di p75NTR a livello citosolico (Fig. 13pallo 1). Diversamente da p75NTR,
nei podociti immaturi I'espressione di TrkA e umente a livello della membrana
cellulare (Fig. 12 Pannello 2A), mentre una lo@@zone piu estesa del recettore ad
alta affinita per il NGF, a livello del nucleo eldstosol, & stata invece osservata nei
podociti maturi (Fig. 13 pannello 2B). Infine, cornfiastrato nelle Fig. 12 pannello 1C
e Fig. 12 pannello 2C entrambi i recettori per éunotrofina sono presenti a livello
della membrana mitocondriale interna, unicamenté pmdociti fenotipicamente

immaturi.
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Fig. 12 Analisi della localizzazione subcellulare dei rectdri per il NGF, TrkA e
p75, in podociti indifferenziati, mediante Microscopia Elettronica. Ingrandimento:
50000x (1A); 125000x (1B); 80000x (1C); 63000x (22%000x (2B); 63000x (2C). N:
nucleo; C: citosol; mtc: mitocondrio.
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A. Membrana B. Nucleo

1. p75

2. TrkA

Fig. 13 Analisi della localizzazione subcellulare el recettori per il NGF, TrkA e
p75, in podociti completamente differenziati mediante Microscopia Elettronica.
Ingrandimento: 31500x (1A); 40000x (1B); 50000x Y;1&€0000x (2A); 40000x (2B);
50000x (2C). N: nucleo; C: citosol; mtc: mitocoradri

42 STUDIO DELLA LOCALIZZAZIONE MITOCONDRIALE DEI
RECETTORI PER IL NGF

a) Caratterizzazione

La localizzazione mitocondriale dei recettori dgGF € stata ulteriormente analizzata,
in colture di podociti umani mantenute in condiZigermissive 0 non permissive,
mediante metodica di immunofluorescenza. A tal ,fingpodociti, in entrambe le

condizioni sperimentali, sono stati marcati con @pecifico colorante mitocondriale
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(mitotraker-red) (Figura 14 pannelli b e f; Figura pannelli b e f) e successivamente
immunomarcati, con I'anticorpo anti-p75 o con liaotpo anti-TrkA. Come controllo
negativo le cellule sono state esposte al sole@mmid secondario. Come illustato in Fig
14 (pannelli d e h) nei podociti immaturi entrannbecettori per la neurotrofina sono
co-localizzati a livello mitocondriale, mentre (Fig5 pannelli d e h) nei podociti

fenotipicamente maturi p75NTR e TrkA sono esprassiompartimenti sub-cellulari

Fig. 14 Analisi mediante Immunofluorescenza delleokalizzazione subcellulare dei
recettori TrkA e p75 in podociti umani indifferenziati. | podociti umani
indifferenziati sono stati incubati con il mitotexkred (b ed f) e separatamente
immunomarcati con I'anticorpo policlonale anti-p{§ o I'anticorpo policlonale anti-
TrkA (g). Il nucleo e stato marcato con il DAPlubla ed e). La colorazione gialla
indica la colocalizzazione dei mitocondri (rosspettivamente con p75 (d) o TrkA (h),
colorati di verde.

distinti.
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Fig. 15 Analisi mediante Immunofluorescenza delleokcalizzazione subcellulare dei
recettori TrkA e p75 in podociti umani maturi. | podociti umani completamente
maturi sono stati incubati con il mitotraker-redeh f) e separatamente immunomarcati
con l'anticorpo policlonale anti-p75 (c) o l'antigm policlonale anti-TrkA (g). |l
nucleo é stato marcato con il DAPI, blu (a ed €. dolorazione gialla indica la

colocalizzazione dei mitocondri (rossi) rispettivamte con p75 (d) o TrkA (h), colorati
di verde.

Y

La localizzazione mitocondriale dei recettori pér NGF e stata ulteriormente
approfondita mediante metodica di western blottngiconoscimento con anticorpi
specifici. La stima dei livelli di COX IV ha consiio di valutare l'uniformita della

quantita di proteine totali mitocondriali caricasel gel.| risultati (Fig. 16) hanno

dimostrato nei lisati mitocondriali provenienti gepdociti immaturi (colonne p) la
presenza di una banda di peso molecolare pari &Dd5corrispondente alla proteina
recettoriale TrkA (Fig. 16A) e di una banda di peswolecolare pari a 75 kDa
corrispondente al recettore p75NTR (Fig. 16B). Pentro la metodica di western

blotting non ha evidenziato nei lisati mitocondriptovenienti da colture di podociti
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fenotipicamente maturi (colonne d) la presenzaadelloteine recettoriali TrkA e

p75NTR.

140 kDa | St TrkA 75 kDa o p75

- | cox1v - | coxTv

Fig. 16 Studio della localizzazione mitocondriale dei recéari TrkA e p75 mediante
metodica di Western blotting.I lisati mitocondriali di podociti proliferanti (p:qulociti
proliferanti) e completamente differenziati (d: podi differenziati) sono stati testati
separatamente con gli anticorpi per i recettoriAT(R) e p75 (B) e analizzati mediante
metodica di Western blotting. La proteina mitocoaldr Cox IV e stata utilizzata come
controllo interno.

b) Valutazione del possibile ruolo funzionale svait dai recettori per il NGF a

livello mitocondriale

Il possibile ruolo funzionale svolto nella popolaze cellulare podocitaria immatura dai
recettori per il NGF presenti a livello mitocondea sconosciuto. Analogamente a
quanto dimostrato per TrkA e p75NTR di membranaa@yal.,2004), la concomitante
presenza dei recettori per il NGF nella membrantcuondriale interna dei podociti
immaturi potrebbe indurre in questa popolaziondulzek la selettiva attivazione delle
ERK 1/2 mitocondriali. Per valutare questa ipotesti mitocondriali provenienti da
podociti immaturi (p: proliferanti) o completamerdiferenziati (d: differenziati) sono

stati analizzati mediante metodica di western inigte riconoscimento con anticorpi
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specifici. Come illustrato in Fig. 17 i livelli pteici di p38MAPK fosforilata
mitocondriale sono simili in entrambe le condizieperimentali, mentre I'espressione
mitocondriale delle ERK1/2 fosforilate € piu al@ podociti indifferenziati rispetto alla
popolazione cellulare fenotipicamente matura. Melkme i presenti risultati
suggeriscono l'attivazione a livello mitocondridieun selettivo pathway di trasduzione

del segnale che potrebbe essere correlato comtzoootante espressione dei recettori

per il NGF.
A B
p d 1.5
P
Phospho-p44 MAPK
hospho ERK 1/2 -
plosplio Phospho-p42 MAPK. =
o
ERK 1/2 S PMMAPK )
e p42MAPK £
- 5
<
phospho p38 MAPK 43kDa

pP33MAPK e ssss  40kDa

- L

Fig. 17 Espressione di ERK1/2 e p38MAPK mitocondria (A) L’analisi mediante
WB di lisati mitocondriali provenienti da podocitmmaturi (p) e completamente
differenziati (d) e stata condotta utilizzando afiticorpi fosfo-p44/42 MAPK (fosfo-
ERK1/2), p44/42 MAPK (ERK1/2), fosfo-p38 MAPK e p38APK. La proteina
mitocondriale Cox IV é stata utilizzata come colhdrdnterno. (B) Quantizzazione dei
livelli di fosfo-ERK1/2 e fosfo-p38 normalizzatispettivamente per ERK1/2 totale e
p38 totale. | dati sono espressi come medie + SkMedesperimenti indipendenti.
*P<0.01 vs p (proliferanti).
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Un ulteriore aspetto della caratterizzazione funaie e stata I'analisi dell'associazione
dei recettori per il NGF con specifiche proteingaoondriali quali la traslocasi per il
nucleotide Adenina (ANT) e la fosfodiesterasi 4fasma A5 (PDE4A5), coinvolte
rispettivamente nel trasporto ATP/ADP e nel cotdrodei livelli di cAMP
mitocondriali. A tal fine i lisati mitocondriali ddodociti fenotipicamente immaturi sono
stati immunoprecipitati con I'anticorpo specificerda proteina ANT o con l'anticorpo
specifico per la proteina PDE4. Gli immunoprecipitsono stati poi analizzati con
metodica di western blotting e saggiati con I'amfpo diretto contro la proteina
p75NTR o con I'anticorpo diretto contro la proteifkA.

| risultati hanno dimostrato la presenza di unacgpa banda di 75kDa negli
immunoprecipitati individualmente saggiati con tianrpo anti-p75NTR, indicando
un’interazione tra il recettore a bassa affinitaipBIGF ed il carrier mitocondriale ANT
(Fig. 18A) e la PDE4A (Fig. 18B). Il saggio indivdle degli immunoprecipitati con
I'anticorpo anti-TrkA non ha evidenziato alcunaeir@zione fra il recettore ad alta

affinita per il NGF e le proteine mitocondriali AN PDE4A (dato non mostrato).

A B

i IP: PDE4A
75k [ IANT a5
S 1B: p75 1B: p75

i
IP

[al

—

Lisat
Lisati

Fig. 18. Analisi mediante immunoprecipitazione delassociazione del recttore p75
con le proteine mitocondriali ANT (A) e PDE4A (B).l lisati mitocondriali di podociti
fenotipicamente immaturi sono stati immunoprectpitan I'anticorpo specifico per la
proteina ANT A) o con lanticorpo specifico per la proteina PDEB). Gli
Immunoprecipitati sono stati poi analizzati medeamietodica di western blotting e
saggiati con I'anticorpo diretto contro la protepiébNTR.
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4.3 STUDIO FUNZIONALE DEL SISTEMA NGF/RECETTORI PER IL  NGF
IN PODOCITI UMANI IMMATURI ED IN CORSO DI DIFFERENZ |IAMENTO
MEDIANTE DEPRIVAZIONE DELLA NEUROTROFINA ENDOGENAME NTE
PRODOTTA

a) Studio del ruolo del NGF nei podociti umani imméuri

La dimostrazione della capacita dei podociti di dunwe e rilasciare NGF e
dell'espressione in vari compartimenti cellularii decettori per la neurotrofina,
suggerisce che il NGF potrebbe essere un fattopidato nelle fasi di maturazione e
nei cambiamenti strutturali che si osservano nedacdel differenziamento podocitario.
In particolarenei podociti immaturi la neurotrofina, mediandoslea azione attraverso
I'attivazione dei suoi recettori, potrebbe essemeelemento chiave nel mantenimento
della sopravvivenza cellulare o dello stato prodifero. Per valutare tale ipotesi le
cellule podocitarie immature sono state trattate2deore con anticorpi anti-NGF, alla
concentrazione di 20 e 4@g/ml al fine di bloccare l'attivita biologica svaltdalla
neurotrofina. Le colture di controllo sono statiestite esponendo le cellule podocitarie
al trattamento, alle stesse concentrazioni e pstdsso intervallo di tempo, con IgG di
capra. Le cellule sono state colorate con lodurd’dipidio e analizzatenediante
citofluorimetria con un BD FacsCalibur Flow Cytometal fine di valutare il ciclo
cellulare. La percentuale di cellule nelle fasi &-G1, G2-M e sub-G1 é stata
analizzata usando il software CellQuest.

Come illustrato nelle Figg. 19A, 19B e 19C il temtento dei podociti immaturi con
anticorpi anti-NGF mostra. per tutte le condizi@perimentali, un simile pattern
citofluorimetrico, dimostrando che I'esposizion&aaiticorpo anti-NGF, ad entrambe le

concentrazioni utilizzate, non modifica il profith distribuzione delle cellule nelle varie
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fasi del ciclo cellulare rispetto al controllo espmalle 1gG di capra o al solo mezzo di

coltura.
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Fig. 19 Analisi del ciclo cellulare dei podociti dcontrollo (esposti alle IgG di capra
o al solo mezzo di coltura) o trattati con anticorp anti-NGF. (A) | podociti
proliferanti sono stati trattati con anti-NG®ug/ml eanti-NGF 40pug/mled é stata
valutata la percentuale di cellule nelle varie fdsi ciclo cellulare attraverso analisi
citofluorimetrica 24h dopo il trattamento. Il profidella distribuzione cellulare ed i
valori percentuali sono rappresentativi di unordidsperimenti con risultati simili. In
grafico C) sono indicate le percentuali di cellule in fase-Gl, S, G2-M. B) Analisi
della percentuale di cellule in fase sub-G1. | miroliferanti sono stati trattati con
anti-NGF20ug/ml eanti-NGF40ug/mled e stata valutata la percentuale di cellulenell
fase sub-G1 del ciclo cellulare attraverso anatisofluorimetrica 24 h dopo |l
trattamento. Il profilo della distribuzione cellida ed i valori percentuali sono
rappresentativi di uno di tre esperimenti i. Infig@ (D) sono indicate le percentuali di
cellule in fase sub-G1.

Le colture di podociti immaturi sono state inold@toposte ad analisi mediante western
blotting (Fig.20) e di imaging mediante TEM (Fig)2al fine di valutare se il
trattamento con anticorpi anti-NGF inducesse umaxi@ne dei livelli proteici di TrkA

e p75NTR o della localizzazione subcellulare deetri per la neurotrofina. Le cellule
sono state trattate secondo lo schema sperimesuatkescritto: con il solo mezzo di
coltura, con le IgG di capra o con l'anticorpo aNtsF; avendo ottenuto, mediante
citofluorimetria, risultati simili in seguito ad gssizione delle cellule ad entrambe le
concentrazioni di anticorpo anti-NGF, per gli egpenti successivi di western blotting
e microscopia elettronica le cellule sono stat@stgpesclusivamente all’anticorpo anti-

NGF, alla concentrazione di 4@/ml. | risultati hanno dimostrato che l'esposiaatei
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podociti immaturi agli anticorpi anti-NGF non madd (Fig. 20) i livelli proteici di
TrkA o di p75NTR né (Fig. 21A, B e C) la distribore subcellulare dei recettori per la
neurotrofina rispetto alle colture di controllo este alle IgG di capra o al solo mezzo

di coltura.

T40KDa S S o

@ controllo
25 s goat IgG
O anti-N GF

75 kDa '- e P75

Intensita (unita arbitrarie

(2 KDy T deeane Wager

B-actina

Tria p7s

Fig. 20 Analisi mediante Western Blotting dell’espessione dei recettori TrkA e
p75 in podociti esposti ad anticorpi anti-NGF.(A) | lisati totali di podociti di
controllo (esposti al solo mezzo di coltura), ddpoiti esposti alle IgG di capra e di
podociti esposti allanticorpo anti-NGR@ug/ml) sono stati testati separatamerte
gli anticorpi per i recettori TrkA e p75 e analisizenediante metodica di Western
blotting. La proteinaB-actina e stata utilizzata come controllo inter®) Analisi
densitometrica dei livelli di TrkA e p75 normalizzper laproteinaB-actina | dati sono
espressi come media £ SEM di tre esperimenti inipati.
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Fig. 21 Analisi della localizzazione subcellulare & recettori per il NGF, TrkA e
p75, in (A) podociti di controllo esposti al solo mezzo diltem, B) podociti di
controllo esposti alle IgG di capra €)(podociti esposti a trattamento con anti-NGF
40ug/ml. (A) Ingrandimento: 1a 50000x; 1b 40000x; 1@0@0x; 2a: 50000x; 2b:
50000x; 2c: 63000x. (B) Ingrandimento: la: 5000Qk; 50000x; 1c:40000x; 2a:
40000x; 2b: 31500x;2c: 63000x. (C) Ingrandimenta: $0000x; 1b 50000x; 1c:
40000x; 2a: 40000x; 2b: 31500x; 2c: 63000x.

b) Studio del ruolo di NGF nel corso del differenamento podocitario

Al fine di valutare le possibili implicazioni dellaeurotrofina nel processo di
maturazione cellulare e a livello delle proteind d#oscheletro, sono stati condotti
esperimenti di deprivazione del NGF endogenamerddgpto dai podociti durante le
fasi del differenziamento cellulare. Le cellule sostate fatte crescere in condizioni
permissive fino al 70-80% di confluenza e successinte incubate alla temperatura

non-permissiva di 37°C, per consentire cosi alldulee di acquisire il fenotipo
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differenziato. Dopo 6 giorni dal thermo-switching 3¥°C, le cellule sono state
sottoposte a trattamento cronico con anti-NGF (40ml) per 7 giorni, al fine di
bloccare l'attivita biologica della neurotrofingilogicamente prodotta, o con IgG di
capra alla stessa concentrazione o0 esposte alnse#ao di coltura. Completati i 15
giorni di maturazione le colture podocitarie somdt@goste ad analisi ultrastrutturale
mediante Microscopia Elettronica a Scansione (SEMY. 22) ed analizzate con
metodica di western blotting al fine di evidenzialéerazioni nei livelli proteici dei
recettori per la neurotrofina (Fig. 23).

Come |llustrato in Fig.22, i risultati hanno dim@db che rispetto alle colture di
controllo, dove si osserva una corretta morfolagiulare con corretta distensione dei
pedicelli, nei podociti in fase di differenziamen#odeprivazione dell'attivita biologica
della neurotrofina indotta dal trattamento con@npi anti-NGF induce la comparsa di
un fenotipo non correttamente maturo con evideh@razioni strutturali. L'analisi
dell'espressione dei recettori per la neurotrofioadotta mediante western blotting
(Fig. 23) non ha evidenziato alcuna variazionelimelli proteici di TrkA e p75NTR in

tutte le condizioni sperimentali adottate.
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Fig. 22 Analisi ultrastrutturale mediante Microscopia Elettronica a Scansione
(SEM) in podociti di controllo esposti al solo mezzo ditara (A: ingrandimento 892x
e D: ingrandimento 3500x), in podociti esposti dt& di capra (B: ingrandimento
865x e E ingrandimento 3500x) e in podociti espa@dkianticorpo anti-NGF (C:
ingrandimento 876x e F: ingrandimento3500x)

Poiché il trattamento cronico con anticorpi antifNGiei podociti in fase di

differenziamento induce la comparsa di un'anomatgrozzazione del citoscheletro
sono stati condotti ulteriori esperimenti al finevdlutare I'effetto della deprivazione
dell'attivita biologica delle neurotrofina sull'espsione di proteine chiave coinvolte
nella corretta maturazione fenotipica podocitatra.particolare sono state valutate
eventuali modificazioni nell'espressione genicdadsinaptopodina mediante metodica
di real time PCR. 100 ng dell'RNA estratto gadociti esposti al solo mezzo di coltura
e dai podociti trattati cronicamente con anticaxpti-NGF (40ug/ml) o con IgG di

capra dal 6° al 15° giorno di differenziamento, a@tai convertiti in cONA mediante
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retrotrascrizione. Sui cDNA cosi prodotti ed oppoemente diluiti € stata effettuata
'amplificazione di una porzione del gene dellaaptopodina mediante primers
specifici. | risultati ottenuti sono stati validatonfrontandoli con quelli di primers
specifici per lap-actina. La valutazione quantitativa ha permessevdienziare (Fig.

23A) come in tutte le condizioni sperimentali aetét nonvi sia una differenza

significativa dei livelli di mMRNA per la sinaptopio.

La quantificazione dei livelli proteici della sirtapodina nei podociti in corso di
maturazione fenotipica esposti al solo mezzo ducalo al trattamento cronico con IgG
di capra o con anticorpi anti-NGF (40g/ml) dal 6° al fino 15° giorno del

differenziamento e stata condotta mediante metodica Western Blotting e

riconoscimento con anticorpi specifici. Per valatdiuniformita della quantita di

proteine totali caricate sul gel sono stati stimdivelli di B-actina presenti a livello

cellulare. | risultati hanno dimostrato (Fig. 23B28C) che nei podociti in corso di
maturazione fenotipica il trattamento cronico comicdrpi anti-NGF induce una
riduzione dei livelli proteici di sinaptopodina pistto alle colture podocitarie di
controllo, indicando che il NGF regola a livello gpdraduzionale la proteina del

citoscheletro.
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Fig. 23 Analisi dell'espressione genicamediante Real Time PCR(A), e dei livelli
proteici, mediante WB, della sinaptopodina (B,C)(A) L'RNA totale é stato raccolto
dai podociti di controllo esposti al mezzo di cadtudai podociti esposti alle IgG di
capra e dai podociti trattati con anti-NGF. | liveli mRNA per la sinaptopodina sono
stati valutati mediante e Real-Time PQRB) | lisati totali di podociti di controllo
(esposti al solo mezzo di coltura), di podocitiasgpalle IgG di capra e di podociti
esposti all'anticorpo anti-NGRQug/ml) sono stati testati con I'anticorpo speoifper
la sinaptopodinae analizzati mediante metodica di Western blotting proteinaf-
actina e stata utilizzata come controllo interr@). Analisi densitometrica dei livelli di
TrkA e p75 normalizzati per laroteinaB-actina | dati sono espressi come media +
SEM di tre esperimenti indipendenti. P=0,001 vstiasio.

c) Studio delle vie di trasduzione del segnale NGF-m&de coinvolte nella
regolazione della sinaptopodina in podociti umani i corso di maturazione
fenotipica ed esposti a trattamento cronico con artorpi anti -NGF.

Evidenze sperimentali indicano che il recettoreaash affinita per il NGF, p75NTR, &
coinvolto nel controllo del pathway cAMP/PKA mediannterazione con la PDE4A

(Sachset al, 2007). Poiché la fosforilazione PKA-mediata naggenta il meccanismo
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attraverso cui la sinaptopodina € protetta dalaggro da parte della L-catepsina
(Mundel and Reiser, 2010; Reisetr al, 2010) sono state intraprese ulteriori analisi
volte a validare l'ipotesi di un possibile coinvalgnto del NGF nella modulazione
dell'espressione della proteina del citoscheleth@werso il suo recettore p75NTR. A
tal fine i lisati proteici totali di podociti diffenziati esposti per 15 giorni al solo mezzo
di coltura (cellule di controllo) o trattati conGgdi capra o anticorpi anti-NGF (40
ug/ml) dal 6° al 15° giorno del differenziamento,neostati immunoprecipitati con
I'anticorpo specifico per la proteina p75NTR e sssivamente saggiati con I'anticorpo
diretto contro la proteina PDE4A mediante metoddiawestern blotting. Come
illustrato in Fig. 24 il saggio degli immunopredgdi con I'anticorpo anti-PDE4A ha
rivelato la presenza di una banda di peso moleegari a 109 kDa, corrispondente alla
PDEA4A isoforma 5, in tutti i campioni analizzatgrcun incremento della sua intensita
negli immunoprecipitati dei podociti trattati croamente con gli anticorpi anti-NGF

rispetto a quelli provenienti dalle colture podadi di controllo.

Contrcllo goat[gG  anti-NGT
< gy v Ir: p75
i | P
- ; - - ! IB: PDE4A
=9

=] B

= o

Lisati

g
=
-
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Fig. 24 Analisi mediante immunoprecipitazione delbssociazione del recttore p75
con le proteina PDE4A.l lisati totali di podociti maturi di controllo, pssti alle IgG di
capra o esposti allanticorpo anti-NGF sono statmunoprecipitati con I'anticorpo
specifico per la proteina p75. Gli immunoprecipigano stati poi analizzati mediante
metodica di western blotting e saggiati con I'amfpo diretto contro la proteina
PDEA4A.
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Nel complesso tali risultati indicano che nei patdoo corso di differenziamento e
maturi il recettore per il NGF p75NTR forma un cdegso con la PDE4A. La
dimostrazione di un aumento del recruitment delRERA da parte di p75NTR nei
podociti in corso di maturazione fenotipica espastinicamente al trattamento con
anticorpi anti-NGF suggerisce che la complessazient due proteine € modulata dal
NGF prodotto endogenamente. La riduzione dei livaéllcAMP e il coinvolgimento
della PDE4A nelle cellule podocitarie in corso diffatenziamento esposte
cronicamente dal 6° al 15° giorno ad anticorpi -AEF € stato ulteriormente
confermato mediante trattamento farmacologico caquecifici inibitori della
fosfodiesterasi. A tal fine i podociti in corso differenziamento, trattati cronicamente
dal 6° al 15° giorno con anticorpi anti-NGF (4§/ml), sono stati esposti per 16h a 100
ng/ml di tossina della pertosse (PTX). Per lindme dell'attivita fosfodiesterasica le
cellule sono state trattate per 16h con IBMX ( igdbmetilxantina) alle dose di 500
uM, o con 8-metossimetil-3-isobutil-1-metilxantinaibitore della PDE1) alla dose di
18.7uM, o con eritro-9-(2-idrossi-3nonil)adenina (iniyi¢ PDE2) alla dose di 8M,

0 con trequisina (inibitore PDE3) alla dose di 100, o con rolipram (inibitore della
PDE4) alla dose di 1@M. Tutti i campioni, di controllo ed esposti al ttemento
cronico con anticorpi anti-NGF, sono stati trattain forskolin per 1h. Le cellule sono
state successivamente lisate mediante opportunaigoé ed il CAMP é stato misurato
mediante saggio ELISA. | risultati (Fig. 25) hantimmostrato che nei podociti in corso
di maturazione fenotipica, trattati cronicamenten @nticorpi anti-NGF, i livelli di

cAMP intracellulari sono significativamente ridotispetto alle colture di controllo. La
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dimostrazione che il trattamento con PTX nei potlotattati cronicamente con
anticorpi anti-NGF non induce alcuna variazione a&\ViP, mentre I'esposizione delle
stesse cellule all'lBMX (Fig. 25) e in grado dirrginare il nucleotide ciclico ai livelli
delle colture di controllo suggerisce il coinvolginto dell'attivita fosfodiesterasica.
L'uso di specifici inibitori delle fosfodiestera$tig. 25) ha permesso di dimostrare che
solo il rolipram, lo specifico inibitore della PDE4 in grado di aumentare
significativamente i livelli di cAMP nei podocitni corso di differenziamento trattati
cronicamente con anticorpi anti-NGF confermando d¢aeriduzione del cAMP

p75NTR-indotta € mediata dalla PDEA4.
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Fig. 25 p75NTR riduce i livelli di cAMP intracellulare mediante interazione con la
PDE4. La valutazione dei livelli di cAMP nei podociti ioorso di differenziamento
esposti al trattamento con anticorpi anti-NGF n@stma riduzione dei livelli
intracellulari del nucleotide ciclico rispetto attelture di controllo o trattate con IgG di
capra. |l trattamento con tossina delle pertos3X)PIBMX, specifici inibitori per le
PDE1, PDE2, PDE3 e PDE4 (rolipram) indica che $BMX (IC50 per PDE4 2-50
uM) e rolipram (IC50 per PDE4 0.8M) (P < 0.001) sono in grado di ripristinare i
livelli di cAMP nei podociti in corso di differenamento esposti al trattamento con
anticorpi anti-NGF con valori simili alle colture dontrollo. Gli esprimenti sono stati
condotti per tre volte ed ogni campione e statdatesmedainte saggio ELISA in
triplicato. | valori sono espressi come mediaztSEMNQVA e Tukey-Kramer come
post-hoc test).
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5. DISCUSSIONE

Il presente lavoro di tesi, mettendo in luce unvauouolo del NGF nel controllo
dell'attivita biologica della popolazione cellulapedocitaria, si inserisce nell’ambito
delle ricerche volte alla valutazione degli effethie la neurotrofina € in grado di
svolgere a livello di svariati tessuti non-neuranal

| dati ottenuti dimostrano, infatti, che i podoaitmani, sia fenotipicamente immaturi
che differenziati, possiedono costitutivamente RNMA per il NGF e per i suoi recettori,
(Fig.9A e B; Fig. 10A e B), ed esprimono le proeemecettoriali TrkA e p75NTR in
forma matura, (Fig. 10C e 10D). Tali evidenze, ens con l'osservazione, ottenuta
mediante saggio ELISA, che la produzione della oieafina in forma biologicamente
attiva, varia in funzione dello stadio di maturamcacellulare (Fig. 9C), suggeriscono il
coinvolgimento del sistema NGF/NGF recettori nebgesso del differenziamento
podocitario.

L’analisi della distribuzione cellulare dei receitper la neurotrofina, condotta con
metodica di microscopia elettronica (TEM) e di inmofluorescenza, ha inoltre
dimostrato come nella popolazione cellulare podoetumana la localizzazione di
TrkA e di p75NTR non sia classicamente confinaligedlo della membrana plasmatica
(Fig.11, Fig.12 e Fig.13), ed ha evidenziato pgsrlmna volta I'espressione dei recettori
per la neurotrofina nel compartimento mitocondrde podociti immaturi.

Attualmente, la possibile funzione della co-locadizione di TrkA e p75NTR nel
mitocondrio & sconosciuta. Particolarmente intemas e l'identificazione (Fig. 17)

della presenza, a livello del compartimento mitab@ale dei podociti immaturi, di un

66



elevato contenuto di proteine ERK1/2 fosforilatepétto alla popolazione podocitaria
matura, mentre i livelli di fosfo-p38MAPK sono udiuan entrambe le condizioni
sperimentali (Fig. 17). Cio suggerisce, analogamentjuanto gia dimostrato in studi
condotti sul cervello di topo (Arciuakt al, 2009), che il livello mitocondriale di fosfo-
ERK 1/2 sia un processo regolato dallo sviluppegatlo alla fase di proliferazione. In
qguesto contesto, va sottolineato come la protegt@ttroriale TrkA giochi un ruolo
importante nel controllo di cruciali funzioni cddwi come la sopravvivenza, Il
differenziamento e la proliferazione. La sua cascahsduzionale € caratterizzata
dall'attivazione di vari pathways (Freund and Faods 2008) tra cui quello delle
MAPKSs che a loro volta inducono attivazione detesisa ERK1/2. E' pertanto possibile
che l'espressione del recettore ad alta affinii&edlo della membrana mitocondriale
interna dei podociti immaturi partecipi al manteaimto del loro stato proliferativo
attraverso l'attivazione delle chinasi ERK1/2 m&ddal circuito autocrino indotto dalla
produzione endogena di NGF. Tuttavia, l'autofotdarone ligando-dipendente del
recettore TrkA induce l'attivazione di diversi patlys trasduzionali (Kaplaet al.,
1991b; Jinget al, 1992; Freund and Frossard, 2008). Come dimosiratsistemi
cellulari neuronali e non-neuronali la presenzardrambi recettori per la neurotrofina a
livello della membrana cellulare si traduce in ffietéo cooperativo caratterizzato da un
cross-talk funzionale legato alla convergenza dihways trasduzionali e/o alla
condivisione di molecole adattatrici (Freund andssard, 2008). Studi di biologia
molecolare documentano come il recettore p75NTRgmte a livello della membrana

plasmatica possa direttamente interagire con lejp@ adattatrice Shc promuovendo la
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selettiva attivazione del sistema ERK 1/2 mediatsua volta dalla fosforilazione di
TrkA NGF-indotta (Epeet al, 2004); € quindi possibile che un analogo mesraai
possa essere presente anche a livello del mitooon@ale ipotesi € ulteriormente
rafforzata dalla dimostrazione (Fig. 17) di un aatoedei livelli di fosfo-ERK1/2 nel
compartimento mitocondriale dei podociti indiffereati rispetto alla popolazione
cellulare differenziata, nonché dall'assenza degtteri per il NGF nei mitocondri dei
podociti fenotipicamente maturi. Pertanto, la cpressione mitocondriale nei podociti
immaturi delle proteine recettoriali TrkA e di p7bR potrebbe essere considerato
I'evento biologico fondamentale che garantireblétivazione selettiva di effettori
responsabili del mantenimento del stato proliferagd indifferenziato.

Particolarmente interessante €& la dimostrazioneravaitso gli studi di
immunoprecipitazione (Fig. 18) di un‘associaziareiltrecettore p75NTR e specifiche
proteine mitocondriali quali il carrier ANT e la A, entrambe coinvolte nel
controllo dell'omeostasi energetica. Questa evidesyarirebbe nuovi scenari su una
possibile attivita del NGF, mediante attivazioné sie recettore a bassa affinita, come
modulatore di classiche funzioni mitocondriali.

La definizione del ruolo del NGF nella fisiologiabgocitaria € stato ulteriormente
approfondita mediante esperimenti di deprivaziongllad neurotrofina, condotti
mediante trattamento delle colture di podociti intumiaed in corso di differenziamento
con anticorpi anti-NGF capaci di bloccare l'atavttiologica delle neurotrofina (Caroleo
et al, 2001; Bracci-Laudiere al., 2005). | dati ottenuti hanno dimostrato che la

deprivazione del NGF nello stadio di immatunt@n € in grado di indurre variazioni del
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ciclo cellulare (Fig. 19), ne di modificare i livigbroteici dei recettori TrkA o p75NTR
(Fig. 20) o la loro distribuzione subcellulare (Figl). Diversamente da quanto
osservato a livello dei podociti immaturi, il blacaell'attivita biologica del NGF
endogenamente prodotto dai podociti durante le dasidifferenziamento cellulare,
induce profonde modificazioni della morfologia cédire associata a disorganizzazione
del citoscheletro. L’analisi ultrastrutturale med&microscopia elettronica a scansione
(SEM, Fig. 22) ha infatti dimostrato che i podo@8sposti a trattamento cronico con
anticorpi anti-NGF durante il processo di differamzento, sono caratterizzati da un
fenotipo non maturo con evidenti alterazioni stmdti e perdita della corretta
architettura dei pedicelli similmente a quanto oss® in corso di patologie
glomerulari (Kerjaschki, 2001). L'indagine, medemhetodiche di real-time PCR e di
western blotting (Fig. 23), dell'espressione ditpimoe fondamentali per una corretta
organizzazione del citoscheletro ha evidenziato)gprima volta, come nei podociti in
corso di differenziamento la deprivazione del N@&Euca una riduzione selettiva dei
livelli proteici di sinaptopodina, ma non della sespressione genica indicando che la
neurotrofina e implicata nel controllo della progi mediante meccanismi post-
traduzionali.

E’ noto come, in un gran numero di patologie reradsociate a proteinuria, la
sinaptopodina subisca degradazione mediante ciwadg parte della L-catepsina
(Reiser et al., 2010). In condizioni fisiologicke dinaptopodina é infatti “protetta” dal
clivaggio catepsina-mediato mediante fosforilazidagarte della PKA o della CaMKII

(Mundel and Reiser, 2010). La fosforilazione del&naptopodina e quindi
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indispensabile per mantenere il corretto fenotipdqeitario e preservare la barriera di
filtrazione glomerulare. Evidenze sperimentali gatio che il recettore a bassa affinita
per il NGF, p75NTR, €& coinvolto nel controllo dehtpway cAMP/PKA mediante
interazione con la PDE4A (Sagh al, 2007. In accordo con questi studi, i risultati
ottenuti mediante tecnica di co-immunoprecipitagiohanno dimostrato che nei
podociti in corso di maturazione fenotipica la degione di NGF induce un aumento
dell'interazione p75NTR-PDE4AS5 indicando che ilmgtment di una singola isoforma
della PDE4 da parte del recettore a bassa affpgtala neurotrofina, a localizzazione
trans membrana, e regolato dal NGF prodotto endoygente. Inoltre, i risultati ottenuti
mediante saggio ELISA (Fig. 25) hanno permesso dlidare, mediante approccio
farmacologico, il selettivo coinvolgimento della PDAS5, e di documentare come la
maggiore complessazione tra la proteina recettop@5NTR e la proteina PDE4A5
induca una drammatica riduzione dei livelli citaptatici di cAMP nei podociti in
corso di differenziamento deprivati del NGF. Allecé di queste evidenze e possibile
quindi ipotizzare che la riduzione dei livelli dAMP induca una conseguente minore
fosforilazione, PKA-dipendente, della sinaptopodictze risulta cosi essere non protetta
ma esposta al clivaggio da parte della L-catepsiaalegradazione della sinaptopodina
sarebbe I'evento chiave dell'insorgenza di un fiootmobile con perdita dell'integrita
della barriera di filtrazione.

In conclusione, i presenti risultati indicano che NGF puo essere certamente
considerato una molecola chiave che svolge un rdoi@lamentale nel corretto

processo di differenziamento dei podociti umani.diraostrazione di un legame tra la
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neurotrofina e questa importante popolazione @kupotrebbe aprire nuove vie nella
comprensione dei meccanismi alla base delle pawl@mpali croniche ed evidenziare
nuovi target idonei per lo sviluppo di specificirishenti terapeutici volti alla

conservazione della loro integrita, quest'ultimseegziale per il corretto funzionamento

della barriera di filtrazione.
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