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L'uromodulina, nota anche come proteina di
Tamm-Horsfall, venne scoperta nel 1950 da Tamm
e Horsfall (1). E una grande proteina di 105 kDa
espressa esclusivamente nel rene, in corrispondenza
del tratto ascendente (TAL) dell'ansa di Henle e pre-
valentemente localizzata sulla membrana plasmatica
delle cellule epiteliali tubulari (2), sede cﬁullo quale
viene immessa nel lume tubulare attraverso un taglio
proteolitico mediato da una proteasi non ancora
identificata (3). Nelle urine I'uromodulina costituisce
la proteina pit abbondante ed & presente sotto forma
di polimero di elevato peso molecolare (Mr 1-10 x
109) (4).

Le sue funzioni biologiche restano in gran parte
sconosciute; si ritiene tuttavia che abbia un ruolo pro-
tettivo nei confronti delle infezioni delle vie urinarie
(5) e della formazione di cristalli di ossalato di calcio
(6). Inoltre, si pensa che I'uromodulina svolga un ruo-
lo nella regolazione del bilancio del sodio e dell'ac-
qua nel TAL, attraverso la regolazione dellattivita di
ROMK e NKCC2, i due trasportatori ionici pil impor-
tanti della membrana apicale delle cellule epiteliali
di questo segmento del nefrone (7, 8).

Mutazioni a carico del gene UMOD, che codifica
per l'uromodulina, sono state identificate come cau-
sali nella malattia cistica della midollare di tipo 2
(MCKD2; MIM 603860), nella nefropatia familiare
iperuricemica giovanile (FJHN; MIM 162000) (9) e
nella glomerulocisti con iperuricemia (GCKD; MIM
609886) (10, 11); queste entitd cliniche sono oggi
unitariamente raggruppate sotto il termine di uromo-
dulin-associated kidney disease (UAKD), una rara
malattia genetica a carattere autosomico dominante

caratterizzata da difetto della capacita di concentra-
zione delle urine, iperuricemia, gotta e progressiva
insufficienza renale. Il quadro istologico mostra un
danno tubulo-interstiziale con atrofia tubulare, fibrosi
interstiziale e infiltrato inflammatorio. Le cisti renali
sono raramente presenti e sono prevalentemente lo-
calizzate alla giunzione corticomidollare (12). Ben-
ché la UAKD mostri una certa eterogeneitd in termini
di eta di esordio, quadro clinico e presenza di cisti,
evolve invariabilmente verso l'insufficienza renale
cronica (chronic kidney disease, CKD) nel corso della
terza-quinta decade cfi/vitcu.

A oggi, sono state descritte 51 mutazioni di UMOD.
Tutte, a eccezione di tre delezioni in-frame, sono mu-
tazioni missenso localizzate nella metd N-terminale
della proteina. Studi in vitro eseguiti in diverse linee
cellulari hanno evidenziato che le isoforme mutate di
uromodulina mostrano un difetto di trasporto verso la
membrana plasmatica, essendo in gran parte ritenute
nel reticolo endoplasmatico (RE) (13-16). L'accumulo
e l'aggregazione di uromodulina mutata nel RE sono
stati anche dimostrati in un modello murino transge-
nico della malattia recentemente studiato dal nostro
gruppo (17). Questi risultati, osservati sia nei modelli
in vitro che in vivo, sono coerenti con le osservazioni
ricavate dall’‘analisi delle biopsie renali dei pazienti
con UAKD che mostrano la presenza di grossi aggre-
gati intracellulari di uromodulina nelle cellule del TAL,
considerati un tratto caratteristico della malattia (10,
18). Nel loro insieme questi dati suggeriscono che la
ritenzione dell'uromodulina mutata nel RE & un evento
chiave nella patogenesi della UAKD.

In questo studio, recentemente pubblicato su Kidney
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TABELLA | - PRINCIPALI PARAMETRI ANALIZZATI E SECREZIONE DI UROMODULINA MUTATA NEI PAZIENTI UAKD STUDIATI

Mutazione di Sesso Eta ol Peso Creatinina  Creatinina Acido Gotta Analisi %
uromodulina prelievo specifico urinaria sierica urico sonografica uromodulina
delle urine delle urine (mg/dL) (mg/dL) sierico mutata*
(mg/dL)
R212C M 41 1010 65.5 1.08 6.2 No NK 1.3
C256Y M 35 1018 73 1.4 8.9 No NK 7.6
C317Y M 18 1020 80 0.8 7.5 No NK 35.7

NK: rene normale; M: maschio; *: percentuale relativa alla quantita di uromodulina wild type.

International (19), abbiamo dimostrato che 'uromodu-
lina mutata pud parzialmente sfuggire al controllo di
qualita del RE e venire secreta nelle urine dei pazienti
con UAKD. Attraverso l'impiego di modelli in vitro e
in vivo abbiamo mostrato che la proteina mutata che
raggiunge la membrana plasmatica forma aggrega-
ti extracellulari che esercitano un effetto dominante
negativo sull'uromodulina wild type, suggerendo un
nuovo effetto di “guadagno di funzione” delle muta-
zioni di uromodulina.

Molti studi hanno dimostrato che i livelli urinari di
uromodulina sono ridotti in diverse condizioni che
danneggiano la struttura e la funzione dei tubuli
(20). Nei pazienti con UAKD la riduzione dell'uromo-
dulina escreta & ancora piU pronunciata essendo la
conseguenza sia del danno renale che dell'accumulo
intracellulare della proteina mutata (10, 21, 22). Due
lavori precedenti hanno riportato che I'vromodulina
mutata non era ritrovata nelle urine dei pazienti con
UAKD, suggerendo che essa & completamente rite-
nuta nel RE delle cellule del TAL (18, 23). Tuttavia, in
questi due studi la secrezione urinaria di uromodulina
era stata analizzata quando la funzione renale era
gid compromessa. In questa condizione la secrezio-
ne totale di uromodulina era fortemente ridotta, forse
a tal punto da ostacolare I'identificazione della pro-
teina mutata.

Per questa ragione abbiamo deciso di verificare se
I'isoforma mutata di uromodulina poteva essere rile-
vata nelle urine di pazienti in cui la funzione renale
era ancora preservata. L'analisi & stata eseguita in tre
pazienti portatori di tre diverse mutazioni: la mutazio-
ne C317Y, gia descritta (24), e due nuove mutazio-
ni, R212C e C256Y, che abbiamo identificato dopo
lo screening genetico in famiglie italiane con UAKD
(Tab. ). Mediante l'analisi di spettrometria di mas-
sa abbiamo rilevato in modo specifico le isoforme
mutate di uromodulina in tutti e tre i pazienti. | livelli
urinari di uromodulina mutata sono dell’'1%, dell’8% e
del 35% relativamente alla proteina wild type, rispet-

tivamente per le mutazioni R212C, C256Y e C317Y
(Tab. ). La proteina mutata ritrovata nelle urine & pro-
babilmente derivante da una secrezione attiva dalla
membrana plasmatica delle cellule del TAL e non &
dovuta alla presenza di detriti cellulari, dal momento
che non porta la glicosilazione tipica del RE. E pro-
babile che la discrepanza con gli studi precedenti sia
imputabile alla diversa funzione renale dei pazienti
studiati piuttosto che alle diverse mutazioni studiate.
Infatti, anche nel nostro studio non siamo stati in gra-
do di rilevare la secrezione di uromodulina mutata
estendendo l'andlisi ai familiari affetti con funzione
renale compromessa.

Per capire le possibili conseguenze della secrezio-
ne di uromodulina mutata, abbiamo eseguito studi in
vitro in cellule MDCK, una linea cellulare epiteliale
renale canina, stabilmente trasfettate con le tre diver-
se isoforme mutate di uromodulina analizzate per la
secrezione urinaria (R212C, C256Y, C317Y). Benché
una larga quota di isoforme mutate sia ritenuta all’in-
terno del RE, una parte di esse raggiunge la membra-
na plasmatica dove forma aggregati extracellulari
invece di polimerizzare in filamenti, come si verifica
per la proteina wild type. Curiosamente, la coespres-
sione dell'isoforma wild type con quelle mutate in-
terferisce con la polimerizzazione dell'isoforma wild
type, dimostrando un nuovo effetto dominante negati-
vo extracellulare delle isoforme mutate (Fig. 1).

Per valutare la rilevanza di questi risultati in vivo,
abbiamo utilizzato un modello di topo transgenico
per I'vromodulina mutata che abbiamo recentemente
generato e caratterizzato (17). Questo modello espri-
me un'isoforma di uromodulina con una mutazione
(C147W) corrispondente alla mutazione C148W ri-
scontrata in pazienti UAKD e sviluppa una malattia
renale molto simile a quella umana. Analogamente ai
pazienti con UAKD, anche in questo modello I'uromo-
dulina mutata & parzialmente secreta nelle urine. Inol-
tre, tramite immunofluorescenza, abbiamo osservato
la presenza dell'isoforma mutata sulla membrana
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Myc-WT

HA-WT HA-R212C

Sovrapposizione

Myc-WT

Isoforme di UMOD | Area media dei polimeri, | Significativita
co-es5presse relativa alle cellule {t-test)
MycWT-HAWT
MycWT-HAWT
MycWT-HARZ12C 2.0x10°
MycWT-HAC256Y 0.36 £ 0.07 2.8x104
MycWT-HACI17Y 0.37 + 0.06 2410

Fig. 1 - Analisi di immunofluorescenza condotta su cellule MDCK non permeabilizzate e co-esprimenti uromodulina wild type marcata con tag Myc (verde) e uromodu-
lina wild type o mutata (come indicato nei diversi pannelli della Fig.) marcata con tag HA (rosso). La Tabella indica la quantificazione dell’‘area media dei polimeri di
uromodulina sulla superficie delle cellule. | polimeri formati da proteina wild type e mutata sono significativamente pit corti di quelli contenenti solo proteina di tipo wild
type. L'vromodulina mutata esercita quindi un effetto dominante negativo sulla polimerizzazione in filamenti della proteina wild type. Barra = 30 pm.

apicale e nel lume del TAL dove forma aggregati che
non sono mai osservati in topi transgenici che sovra-
esprimono la proteina wild type. Questi risultati sug-
geriscono che anche in vivo la presenza di proteina
mutata in corrispondenza della membrana plasmati-
ca porta alla formazione di aggregati extracellulari.

Pensiamo che la dimostrazione che l'uromodulina
mutata, tendente all'aggregazione, possa raggiunge-
re la membrana plasmatica ed essere secreta nelle
urine sia di importante rilevanza in relazione alla
patogenesi della malattia e ai possibili approcci te-
rapeutici.

lpotizziamo che la presenza nelle urine dell'uro-
modulina mutata potrebbe aumentare il numero di
cilindri ialini formati nel TAL, come conseguenza

dell'elevata tendenza della proteina ad aggregare,
portando all’'ostruzione tubulare, un evento che po-
trebbe essere a monte dell'inflammazione e della
fibrosi interstiziale. Inoltre, il fatto che I'uromodulina
mutata interferisca con la funzione della proteina
wild type intrappolandola in aggregati extracellula-
ri potrebbe comprometterne la capacitd di attivare
ROMK o NKCC2, alterando il riassorbimento ionico
nel TAL e la capacita di concentrazione delle urine.
E importante rilevare che una possibile strategia
terapeutica proposta per la UAKD & |'impiego di
chemical chaperones (come il sodio-4-fenilbutirrato),
molecole in grado di diminuire la ritenzione nel RE di
proteine mutate permettendone I'entrata nella via di
secrezione cellulare. L'efficacia di questo trattamento
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sul trasporto dell'uromodulina mutata & gia stata di-
mostrata in due diversi studi in modelli cellulari (25,
26). Alla luce dei nostri risultati questo approccio,
che porta ad aumentare la quantita di proteina mu-
tata sulla membrana plasmatica, potrebbe di fatto
aumentare |'aggregazione extracellulare della stessa
con possibili effetti negativi. Pensiamo che siano quin-
di necessari ulteriori studi per comprendere meglio
le possibili conseguenze negative di questo tipo di
trattamento sulla funzione rendale.

In conclusione, il nostro lavoro mostra per la prima
volta la presenza dell'isoforma mutata cﬁ uromoduli-
na nelle urine dei pazienti con UAKD e la tendenza
della stessa a formare aggregati extracellulari. In que-
sto modo, in aggiunta a un effetto di “guadagno di
funzione” intracellulare dovuto alla ritenzione nel RE,
I'uromodulina mutata potrebbe anche esercitare il suo
effetto tossico tramite un effetto dominante negativo
extracellulare nei confronti dell'isoforma wild type e
forse di altre proteine. Questi nuovi risultati dovrebbe-
ro essere presi in considerazione in previsione di pos-
sibili sviluppi terapeutici nei pazienti affetti da UAKD.
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