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ABSTRACT 
 

           

             L’atrofia muscolare scheletrica insorge come conseguenza fisiologica dell’ 

invecchiamento (sarcopenia) o di uno stile di vita sedentario, ma può anche essere 

conseguenza di patologie come l'insufficienza cardiaca cronica (Bacurau et al., 2016), la 

malattia polmonare cronica ostruttiva (Passey et al.,2016), l'HIV (Pinto et al.,2016), la sepsi 

(Cohen et al.,2015) ed di alcuni disordini neuromuscolari, quali la distrofia muscolare di 

Duchenne e la sclerosi laterale amiotrofica (Thomas et al.,2007) o a seguito di tumore 

(cachessia).  

 Prescindendo dall’evento scatenante, che implica sempre una multifattorialità, l’atrofia 

muscolare è caratterizzata dalla diminuzione della massa e della funzione muscolare (Cruz-

Jentoft et al.,2010) e, dal punto di vista bio-molecolare, dalla drastica riduzione del contenuto 

proteico per diminuzione della velocità di sintesi e aumento della degradazione proteica, in 

particolare delle proteine miofibrillari (Dedkov et al.,2003; Rudrappa et al.,2016). 

I principali meccanismi di proteolisi coinvolti nell’atrofia muscolare prevedono l’attivazione del 

sistema ubiquitina-proteasoma e del sistema autofagico-lisosomiale (Milan et al.,2015).  Sono 

due le ubiquitina ligasi, espresse specificatamente nel muscolo scheletrico: Muscle Atrophy F-

box (MAFbx), definita anche Atrogin-1/MAFbx, e Muscle Ring Finger 1 (MuRF1) (Bilodeau et 

al., 2016; Bodine et al., 2014;. Cao et al., 2004). Questi enzimi promuovono l'ubiquitinazione 

di proteine bersaglio e la loro conseguente degradazione via proteasoma. 

   Gli sfingolipidi (SLs), rappresentano una classe di molecole bioattive capaci di 

modulare il destino di molti tipi cellulari, tra cui le cellule del muscolo scheletrico (mioblasti). 

  Infatti negli ultimi anni molti sono gli studi che sottolineano il ruolo fondamentale degli SLs nel 

mantenere la funzionalità e la vitalità delle fibre muscolari, quali la regolazione delle proprietà 

contrattili, la risposta a ormoni come l’insulina (Straczkowski M. et al., 2007), il controllo della 

fatica (Cowart L.A., 2010), ect. 

In particolare, S1P è implicata nell’attivazione delle cellule satelliti, cellule staminali residenti 

nel muscolo, favorendone l’attivazione, la proliferazione (Sassoli et al., 2014) ed il 

differenziamento, finalizzato alla rigenerazione del tessuto in seguito a danno (Danieli-Betto et 

al.,2010; Fortier et al., 2013; Germinario et al.,2012; Nagata et al.,2006). 

Poco è noto circa un possibile coinvolgimento di S1P nell’atrofia muscolare (De Larichaudy et 

al.,2012); vi sono invece alcune evidenze sperimentali riguardanti un’azione di protezione, 
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come nel caso dell’azione protettiva in una fibra muscolare isolata soggetta ad esempio a 

denervazione (Ieronimakis et al., 2013; Zanin M. et al., 2008) o a contrazione eccentrica 

(Sassoli et al., 2011). 

 Al momento non sono disponibili in letteratura dati riguardo il ruolo funzionale nella 

biologia delle cellule muscolari dell’altro sfingolipide bioattivo fosforilato, ceramide 1-fosfato 

(C1P). 

Per questo motivo, in questa tesi sperimentale è stato valutato il potenziale ruolo degli 

sfingolipidi bioattivi S1P e C1P e degli enzimi coinvolti nella loro sintesi, (sfingosina chinasi, 

SphK e ceramide chinasi, CerK rispettivamente), nella regolazione dei processi biologici 

deputati al mantenimento della massa muscolare. 

Lo studio è stato condotto inizialmente su un modello animale in vivo rappresentato da topi 

Balb/C a cui è stata indotta cachessia mediante inoculazione sottocutanea di un frammento 

del tumore solido carcinoma C26 (Gorselink et al., 2006). Successivamente, al fine di 

caratterizzare il ruolo di S1P e C1P e le vie di segnalazione da essi promosse, le condizioni di 

atrofia sono state riprodotte in un modello cellulare in vitro rappresentato da cellule muscolari 

scheletriche differenziate della linea murina C2C12 in coltura, sottoposte al trattamento con 

desametasone (Dexa), un glucocorticoide in grado di indurne il passaggio ad un fenotipo 

atrofico, accelerando la degradazione proteica (Nakashima et al.,2016). 

  In una prima fase, sono stati correlati i livelli d’espressione di Atrogin-1/MAFbx e 

MuRF1 ed l’espressione di SphK1 e CerK in biopsie di muscolo EDL (Extensor Digitorum 

Longus) di topi cachettici portatori di C26 e successivamente confermati in un modello cellulare 

di atrofia cioè in miotubi C2C12 trattati con Dexa. In entrambi i sistemi è stata dimostrata una 

correlazione tra l’asse SphK1/S1P e la comparsa di modificazioni morfologiche tipiche del 

fenotipo atrofico. Questi dati sono stati recentemente presentati al XIV congresso FISV 2016 

presso l’Università di Roma, “La Sapienza” e sono parte di un manoscritto in preparazione. 

La S1P agisce come mediatore intracellulare ma negli ultimi venti anni è stata 

ampiamente caratterizzata la sua azione come molecola in grado di legare specifici recettori 

accoppiati a proteine eterotrimeriche leganti il GTP, denominati S1P1-5.  

Di questi sottotipi recettoriali solo tre sono espressi sul sarcolemma delle fibre muscolari: S1P1, 

S1P2, S1P3 (Ebenezer et al.,2016; Meacci et al., 2003; Pulkoski-Gross et al.,2015; Rosen et 

al., 2009).  E’ stata riscontrata un’alterazione significativa dei livelli di espressione dei tre 

sottotipi recettoriali nei topi cachettici C26 e nei miotubi indotti ad atrofia da Dexa e delle loro 

vie di segnalazione a valle. In particolare, le vie di segnalazione a valle di S1P1 ed S1P2 

possono contribuire all’induzione del fenotipo atrofico, mentre quelle a valle di S1P3 sembrano 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ieronimakis%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23915702
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ebenezer%20DL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27621206
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non rivestire un ruolo determinante.  L’importanza di queste vie di segnalazione è stata 

confermata con agonisti ed antagonisti specifici dei vari sottotipi recettoriali ed i risultati ottenuti 

sono parte di un manoscritto in preparazione. 

La seconda parte di questa tesi sperimentale si è focalizzata su potenziali strategie per 

contrastare l’instaurarsi di un fenotipo atrofico e favorire la rigenerazione tissutale. A questo 

proposito, sono stati condotti esperimenti su cellule mesenchimali stromali derivate da midollo 

osseo (BM-MSCs). E’ stato infatti ampiamente dimostrato che il trapianto di cellule staminali 

mesenchimali nei tessuti muscolari murini danneggiati ha un grande potenziale terapeutico 

(Costamagna et al.,2015; Natsu et al.,2004; de la Garza-Rodea et al.,2011; von Roth et 

al.,2012) e che l’efficacia terapeutica sia principalmente attribuita alla loro abilità a secernere 

fattori in grado di promuovere meccanismi endogeni di riparazione tissutale in seguito a danno 

(Rose et al., 2008 ;Salem et al., 2010; Sassoli et al., 2012; Uccelli et al.,2008). 

In maniera interessante è stato dimostrato che le BM-MSCs sono in grado di rilasciare S1P nel 

mezzo di coltura e che la sintesi e il rilascio dello sfingolipide bioattivo possano giocare un 

ruolo importante sulla stimolazione della proliferazione dei mioblasti C2C12 e di una coltura 

primaria di cellule satelliti (isolate da fibre muscolari murine EDL). Questi dati sono stati 

recentemente pubblicati sulla rivista internazionale PLOS ONE (Sassoli et al. 2014). Inoltre 

esperimenti preliminari hanno dimostrato una riduzione significativa dei livelli di espressione 

del fenotipo atrofico quando i miotubi sono stati incubati per 48h con il mezzo condizionato 

delle BM-MSCs.  

 Lo studio del ruolo del metabolismo degli sfingolipidi nel rimodellamento della matrice 

e nel differenziamento cellulare è stato esteso anche ai cardiomioblasti trattati con l’ormone 

peptidico relassina. Questo studio è stato recentemente pubblicato su Molecular  

Endocrinology (Frati et al., 2015). 

Infine, in vista dell'importanza di molti fattori antiossidanti contenuti naturalmente negli 

alimenti, si è iniziato ad estendere lo studio sulle proprietà nutraceutiche di un prodotto tipico 

della tradizione della Regione Toscana, Castanea sativa, ed in particolare ad uno dei suoi 

prodotti derivati. Estratti totali contenenti polifenoli e tocoferoli ottenuti dalla farina dolce di 

Castanea sativa, sono stati testati per la loro capacità di contrastare la comparsa in cellule 

muscolari differenziate del fenotipo atrofico. I risultati positivi sono stati pubblicati sulla rivista 

internazionale Food and Function (Frati et al.,2014). 

I dati presentati in questa tesi di dottorato, oggetto di due future pubblicazioni (Pierucci et al., 

2017a, 2017b), mettono in evidenza il ruolo degli assi SphK1/S1P/S1PR e CerK/C1P come 

circuiti molecolari di regolazione della cellula muscolare scheletrica sia per quanto concerne le 

vie che portano alla degenerazione cellulare sia per quelle coinvolte nella regolazione del 
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microambiente cellulare con un particolare sguardo all’ interazione funzionale tra cellule 

muscolari scheletriche, cellule mesenchimali stromali e cellule staminali coinvolte nella 

rigenerazione tissutale. Questi dati nel loro insieme contribuiscono a migliorare la 

comprensione della biologia delle cellule muscolari e mesenchimali importante per le 

potenzialità di una terapia cellulare orientata verso le alterazioni fisio-patologiche del muscolo 

scheletrico. 
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kinase1; RLX, relaxin; RT-PCR, reverse trascription-polymerase chain 

reaction; SCR, scrambled; shRNA, short hairpin RNA; S1P, sphingosine 1-

phosphate; S1PRs1-5: S1P receptors type 1-5; Spns2, spinter 2; Sph, 

sphingosine; SphK, sphingosine kinase; SL, sphingolipid; SM, sphingomyelin; 

SMase, sphingomyelinase; SMS, sphingomyelin syntase; Toco, tocopherols; 

Ub-ligases, ubiquitin ligases; EDL, extensor digitorum longus; IGF-1 insulin-like 

growth factor 1; MRFs, myogenic regulatory factors; mTOR, mammalian target 

of rapamycin; MAPK, mitogen-activated protein kinase; ERK 1/2, extracellular 

signal-regulated kinase; TNFα, tumor necrosis factor α; FOXO, Forkhead box 

O; NF-κB, nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells; TGF-

β, tumor growth factor β; IL, interleukin; GSL, Glycosphingolipids; CDase, 

Ceramidases; PLD, Phospholipase D;  PKC, Protein Kinase C; DAGK, 

Diacylglycerol Kinase; ABC, ATP-binding cassette; VEGF, Vascular 

endothelial growth factor; EGF, Epidermal growth factor; PDGF, Platelet-

Derived Growth Factor; AC, adenylate cyclase; P38 MAPK, P38 mitogen-

activated protein kinase;TRPC, transient receptor potential canonical; MyoD, 

myogenic differentiation; MHC, Myosin Heavy Chain; HS, Horse Serum; TLC, 

Thin-layer chromatography; TGFβ, transforming growth factor β; MMPs, 

Matrix metalloproteinases; CTGF, Connective tissue growth factor; IFN-γ, 

Interferon gamma. 

https://www.google.it/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=5&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwj1mL-Pu9DQAhWGvxQKHQpCDqcQFgg-MAQ&url=http%3A%2F%2Fwww.uniprot.org%2Funiprot%2FP29279&usg=AFQjCNHj2yVOAp4EUwFHKIPJJDXb_3w3Mg&bvm=bv.139782543,d.bGs
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INTRODUZIONE 
 

MUSCOLO SCHELETRICO 
 

Il tessuto muscolare è il tessuto deputato alla contrazione (processo 

controllato dal sistema nervoso centrale che implica la trasformazione di 

energia chimica in energia meccanica, al fine di produrre lavoro) e quindi ai 

movimenti volontari ed involontari del corpo. Si distinguono tre tipi di tessuto 

muscolare: tessuto muscolare striato scheletrico, controllato dal sistema 

nervoso somatico (e quindi di tipo volontario); tessuto muscolare liscio, la cui 

contrazione è regolata dal sistema nervoso autonomo (ed è perciò 

involontaria); tessuto muscolare cardiaco, anch’esso striato, ma con 

contrazione involontaria. 

Il muscolo scheletrico è composto da elementi cellulari multinucleati, allungati 

e cilindrici, detti fibre muscolari (o miofibre), la cui lunghezza può essere pari a 

quella del muscolo di cui fanno parte e il cui diametro varia dai 10 ai 100 μm. 

Ogni miofibra è organizzata in numerose subunità parallele chiamate 

miofibrille, che consistono di unità ripetute longitudinalmente, i sarcomeri. Il 

sarcomero rappresenta l’unità funzionale del muscolo striato. Ogni sarcomero 

è delimitato alle estremità da una linea Z, contenente α-actinina. Dalla linea Z 

di un sarcomero si diramano in entrambe le direzioni numerosi filamenti sottili, 

costituiti prevalentemente da actina. Ad essi si intercalano i filamenti spessi, 

costituiti prevalentemente da miosina. L’insieme dei filamenti sottili e spessi 

costituisce la porzione più densa del sarcomero, la banda A (così detta in 

quanto anisotropa alla luce polarizzata). La regione al centro della banda A, 

detta zona H, contiene solo filamenti sottili. La porzione del sarcomero 

compresa tra due bande A è la banda I (così chiamata per la sua caratteristica 

di essere isotropa alla luce polarizzata). La sezione trasversa della banda I 

mostra solo filamenti di actina, mentre quella della zona H mostra solo filamenti 
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di miosina. Nella regione di sovrapposizione ogni filamento spesso è 

circondato da sei filamenti sottili, mentre ogni filamento sottile è circondato da 

tre filamenti spessi. I filamenti di miosina presentano delle proiezioni che 

durante la contrazione stabilisco contatti con i filamenti di actina (Figura 1). 

 

 

 

Figura 1. Struttura del muscolo scheletrico dei Vertebrati (da Randall D., Burggren W., French 
K. “Fisiologia animale. Meccanismi e adattamenti.”). 
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La contrazione muscolare avviene in seguito ad uno stimolo nervoso, 

che causa il rilascio di ioni Ca2+ dal reticolo sarcoplasmatico (una caratteristica 

specifica del reticolo endoplasmatico liscio, tipica della cellula muscolare). Il 

Ca2+ interagisce con una proteina regolatrice, la troponina, che, in seguito ad 

un cambiamento conformazionale, provoca lo spostamento di un’altra proteina 

regolatrice, la tropomiosina, in modo da esporre il sito di legame per l’actina 

sulla molecola di miosina. Questo permette la formazione di legami tra actina 

e miosina e, grazie all’energia fornita dall’idrolisi di ATP, si ha uno slittamento 

dei filamenti sottili sui filamenti spessi con conseguente accorciamento del 

sarcomero e contrazione del muscolo (Huxley 2000). 

Le fibre muscolari scheletriche possono essere suddivise in tre tipi: fibre lente 

(tipo I), fibre rapide ossidative (tipo IIa) e fibre rapide glicolitiche (tipo IIb). Le 

fibre di tipo I sono caratterizzate da bassa attività ATPasica, si contraggono 

lentamente e tollerano maggiormente la fatica. Possiedono un elevato numero 

di mitocondri ed una ricca vascolarizzazione e producono ATP principalmente 

per mezzo della fosforilazione ossidativa. Sono dette anche fibre rosse per il 

colore conferito loro dalle elevate concentrazioni di mioglobina presenti. Le 

fibre di tipo IIa hanno elevata attività ATPasica e si contraggono velocemente, 

ma resistono alla fatica perché, grazie all’elevato numero di mitocondri, sono 

in grado di produrre rapidamente ATP attraverso la fosforilazione ossidativa. 

Le fibre di tipo IIb si contraggono rapidamente, ma, possedendo pochi 

mitocondri, producono ATP attraverso la glicolisi anaerobia e per questo si 

affaticano piuttosto velocemente. Sono anche dette fibre bianche in quanto 

presentano scarsa mioglobina e minor vascolarizzazione. 
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 Cenni sullo sviluppo embrionale del tessuto muscolare e sulla 
rigenerazione muscolare  
 

Le fibre muscolari scheletriche si formano nell’embrione dei Vertebrati 

dal mesoderma parassiale, che intorno alla terza settimana di sviluppo si 

segmenta in somiti, disposti ai lati del tubo neurale e della notocorda. La parte 

ventrale di ogni somite, lo sclerotomo, darà origine a cartilagine e ossa della 

colonna vertebrale, la parte dorsale invece, il dermomiotomo, si differenzierà 

in derma ed in muscolatura scheletrica del corpo e degli arti. Queste cellule 

progenitrici esprimono i fattori di trascrizione Pax-3 e Pax-7, caratterizzati dalla 

presenza di un dominio accoppiato (paired domain), che consiste in due motivi 

elica-giro-elica conservati. In risposta a segnali quali Sonic Hedgehog, Wnt e 

BMP4, prodotti da notocorda e strutture embrionali adiacenti, si ha attivazione 

dei geni Myf-5 e MyoD e down-regolazione dei geni Pax: le cellulle in cui ciò 

avviene, i mioblasti, sono a questo punto commissionate in direzione del 

differenziamento in muscolo scheletrico. I mioblasti vanno quindi incontro a 

migrazione verso i siti di miogenesi, proliferazione e fusione in sincizi 

plurinucleati chiamati miotubi. Ogni miotubo si differenzierà in una fibra 

muscolare matura (Chargè et al., 2004; D’Andrea et al.,2016)  

Non tutti i mioblasti vanno però incontro a differenziamento: alcuni rimangono 

nel muscolo adulto come cellule staminali quiescenti, dette cellule satelliti. In 

queste cellule, localizzate tra sarcolemma e lamina basale, viene mantenuta 

l’espressione di Pax-7. Le cellule satelliti sono responsabili della crescita 

postnatale del muscolo e dei processi di rinnovamento e riparazione del 

tessuto in seguito ad un danno (Almeida et al.,2015; Pawlikowski et al.,2015; 

Wang et al., 2012). Nel tessuto sano, le cellule satelliti rappresentano una 

quota variabile tra l’1 e il 5 % dei nuclei della fibra, ma una volta attivate, in 

seguito ad un evento dannoso, entro 3-4 giorni sono in grado di iniziare a 

proliferare e rigenerare nuovi miotubi. Il processo rigenerativo innescato dal 

danno attiva una risposta infiammatoria con conseguente rilascio di numerosi 
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fattori di crescita coinvolti nel rimodellamento del tessuto. Alcuni di questi 

fattori, responsabili di attivazione, proliferazione e differenziamento delle 

cellule satelliti, sono: il fattore di crescita degli epatociti (HGF), il fattore di 

crescita dei fibroblasti 6 (FGF6), l’interleuchina 4 e 6 (IL-4 e IL-6) e il fattore di 

crescita “insulin-like” 1 (IGF-1) (Cassano et al.,2009; Syverud et al.,2016). Il 

differenziamento segue gli stessi passaggi del differenziamento embrionale, 

con attivazione dell’espressione di fattori miogenici e progressiva diminuzione 

dell’espressione di Pax-7. Parallelamente alla rigenerazione delle fibre 

muscolari, viene anche ricostituita la popolazione quiescente di cellule satelliti, 

a partire da una frazione dei mioblasti proliferanti, che esce dal ciclo cellulare 

e torna quiescente.  

Nel processo di differenziamento miogenico (sia durante lo sviluppo 

embrionale che nella rigenerazione in risposta ad un danno) è di fondamentale 

importanza un gruppo di fattori di trascrizione detti MRFs (myogenic regulatory 

factors, fattori regolatori miogenici) (Chao et al.,2016). I geni che li codificano 

vengono espressi in modo gerarchico durante la miogenesi e la loro 

espressione viene mantenuta anche dopo il differenziamento. Myf-5 e MyoD 

sono i primi ad essere espressi, nei mioblasti in proliferazione, prima della loro 

fusione. Essi controllano l’espressione di miogenina, che viene espressa dopo 

la fusione dei mioblasti ed è responsabile del differenziamento dei miotubi. 

Miogenina controlla anche l’espressione di MRF-4, che tra i MRFs è il fattore 

espresso a livelli più alti dopo il differenziamento ed è probabilmente implicato 

nella regolazione del fenotipo della fibra muscolare (Rudnicki et 

al.,2015; Walters et al., 2000) (Figura 2). Questi fattori di trascrizione 

condividono una regione di omologia con due domini funzionali significativi: un 

dominio di tipo helix-loop-helix (HLH, elica-loop-elica), che facilita la 

dimerizzazione, ed una regione basica, responsabile del legame al DNA. 

Queste caratteristiche sono tipiche della famiglia di proteine basic helix-loop-

helix (bHLH). I MRFs si legano, come eterodimeri, ad una particolare sequenza 

di DNA, detta E box, presente nelle regioni regolatrici dei geni muscolo-
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specifici. Sequenze E box sono presenti anche nei geni che codificano i MRFs 

stessi: questo fa sì che ognuna di queste proteine possa regolare la 

trascrizione di se stessa e degli altri MRFs (Brand-Saberi 2005; Punch et al., 

2009; Zhang et al.,2016).  
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Figura 2. Vie di segnalazione ed eventi cellulari coinvolti nello sviluppo embrionale del muscolo 
scheletrico. A: cellule mesodermiche situate nella parte dorsale del somite [dermomiotomo 
(DM)] ricevono i segnali dai tessuti circostanti, che inducono [Wnts, Sonic hedgehog (Shh), 
Noggin] o inibiscono (BMP4) l'espressione dei geni primari MRFs (Myf5 e MyoD). I mioblasti 
migrano lateralmente per dare origine al miotomo (MT), che alla fine forma la muscolatura 
scheletrica. Pax3 promuove la miogenesi nel miotomo laterale. E, ectoderma; LP, piatto 
laterale; SC, sclerotomo; NC, notocorda; NT, tubo neurale. B: Cambiamento dell’espressione 
genica durante la miogenesi: il gene Pax3 è espresso nelle cellule precursori. 
Successivamente, quando vengono espressi Myf5 e/o MyoD, le cellule mesodermiche sono a 
questo punto commissionate in direzione del differenziamento in muscolo scheletrico 
(mioblasti). Più tardi, l’upregulation dei geni secondari MRFs (miogenina e MRF4) induce la 
differenziazione terminale dei mioblasti in miociti. Infine, la fusione dei miociti dà luogo alle 
miofibre multinucleate. Durante la fase successiva di miogenesi embrionale, una popolazione 
distinta di mioblasti, derivata dalle cellule satelliti, si fonde alle miofibre già esistenti per 
stimolarne la crescita. Alcune cellule satelliti rimangono strettamente associate con le fibre 
muscolari in uno stato indifferenziato di quiescienza. L'origine embrionale delle cellule satelliti 
resta da chiarire; Tuttavia, l'espressione del gene Pax7 è essenziale per l’espansione della 
popolazione cellulare satellitare (da Charge & Rudnicki, 2004).  
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ATROFIA MUSCOLARE SCHELETRICA 
 

L’atrofia muscolare scheletrica è la perdita di massa muscolare che 

compare nel muscolo differenziato dei Vertebrati come conseguenza di disuso 

(ad esempio immobilizzazione o denervazione), invecchiamento, privazione di 

nutrienti, somministrazione di farmaci glucocorticoidi, disordini neuromuscolari 

(come la distrofia muscolare di Duchenne e la sclerosi laterale amiotrofica) e 

di varie altre patologie (ad esempio cancro, AIDS, diabete mellito, sepsi, 

insufficienza renale) (Bacurau et al., 2016; Cohen et al.,2015; Passey et 

al.,2016; Pinto et al.,2016). 

Prescindendo dall’evento scatenante, che implica comunque sempre una 

mutifattorialità, l’atrofia muscolare è caratterizzata, dal punto di visto morfo-

funzionale, da diminuzione del diametro della fibra muscolare, della produzione 

di forza e della resistenza all’affaticamento (Aguera et al.,2016; Vandervoort et 

al.,2002) e, dal punto di vista biochimico e molecolare, dalla drastica 

diminuzione del contenuto proteico per diminuzione della velocità di sintesi 

proteica e aumento della degradazione (in particolare delle proteine 

miofibrillari) (Dedkov et al.,2003; Rudrappa et al.,2016). 

Il contenuto proteico di una cellula muscolare differenziata risulta infatti dal 

bilanciamento di due processi biologici: i) la sintesi proteica, strettamente 

legata alla disponibilità di mRNA specifico e di fattori proteici che concorrono 

sia alla traduzione del messaggio dell’acido nucleico in sequenza primaria di 

aminoacidi, sia alla definizione della struttura nativa finale e della sua specifica 

funzione/localizzazione; ii) la degradazione proteica. Il turnover specifico di una 

proteina (e quindi la sua quantità relativa all’interno della cellula) è il risultato 

della velocità di entrambi i processi. Nel muscolo scheletrico il turnover proteico 

è tale per cui quotidianamente si ha sintesi e degradazione di una quota di 

proteine pari a circa l’1-2% del totale. 
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 Regolazione della sintesi proteica 
 

L’inizio della traduzione richiede una serie di eventi necessari per 

l’assemblaggio del complesso ribosomale e per il legame all’mRNA target. La 

formazione dell’apparato traduzionale è regolata da un gran numero di fattori 

di iniziazione e di molecole di segnalazione e ciò implica l’esistenza di livelli 

alternativi, finemente regolati, di controllo della sintesi di nuove proteine. Il 

regolatore chiave del controllo traduzionale è la proteina mTOR (mammalian 

target of rapamycin, bersaglio della rapamicina dei Mammiferi). Stimoli di vario 

tipo (ad esempio nutrienti, ormoni, attività contrattile) spesso convergono su 

questa proteina, attivandola o inibendola, suggerendo quindi l’importante ruolo 

di modulatore della sintesi proteica (Drummond et al.,2009). Per comprendere 

il ruolo di mTOR, in studi sulla crescita muscolare in vari modelli cellulari e 

animali, è stata spesso utilizzata la rapamicina, inibitore specifico dell’attività di 

questa proteina. Ad esempio, in uno studio di Bodine e collaboratori del 2001, 

condotto su roditori, la rapamicina è stata utilizzata per bloccare l’ipertrofia 

conseguente ad un sovraccarico funzionale, dimostrando inequivocabilmente 

l’importanza della via di mTOR nel controllo della crescita del muscolo 

scheletrico. Il ruolo essenziale rivestito da questa proteina nella biologia del 

muscolo scheletrico è stata confermato qualche anno dopo da Baar e colleghi 

(Baar et al.,2006). 

mTOR è una proteina di elevato peso molecolare (289 kDa) e può far parte di 

due diversi complessi: mTORC1 ed mTORC2. 

Ci sono diverse proteine che rispondono a nutrienti, ormoni e contrazione 

muscolare e che regolano di conseguenza la funzionalità di mTORC1. Una 

delle più importanti è la proteina chinasi Akt. Il legame di vari fattori di crescita 

ai rispettivi recettori (ad esempio il fattore di crescita IGF-1, che è uno dei fattori 

più importanti nel promuovere la crescita muscolare) porta all’attivazione della 

fosfatidilinositolo 3-chinasi (PI3K). Questa catalizza la formazione di 

fosfatidilinositolo 3,4,5 trisfosfato (PIP3) a partire da fosfatidilinositolo 4,5 
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bisfosfato (PIP2) (questo passaggio è regolato in modo inverso dalle fosfatasi 

PTEN e SHIP2). Le molecole di PIP3 reclutano sul versante interno della 

membrana plasmatica la proteina chinasi dipendente da fosfoinositoli (PDK1) 

e la proteina Akt. PDK1 fosforila così Akt, attivandola. Akt può a sua volta 

attivare mTORC1 sia direttamente, tramite fosforilazione, che indirettamente, 

fosforilando e inibendo il complesso 2 della sclerosi tuberosa (TSC2), un 

complesso proteico che esercita un’attività inibitoria su mTORC1. Akt 

promuove la sintesi proteica anche inibendo la chinasi 3b della glicogeno 

sintasi (GSK3b), la quale bloccherebbe la traduzione di proteine attraverso 

l’inibizione del fattore eIF2B (Mirzoev et al.,2016).  

Un’altra importante via di segnalazione coinvolta nella regolazione 

dell’inizio della traduzione e dell’elongazione è la via della MAPK (mitogen-

activated protein kinase, proteina chinasi attivata da mitogeni) ERK 1/2 

(extracellular signal-regulated kinase 1/2, chinasi regolata da segnali 

extracellulari). La regolazione di mTORC1 da parte di ERK 1/2 avviene o per 

interazione diretta con TSC2, o indirettamente, attraverso la fosforilazione di 

RSK1 (p90 ribosomal protein S6 kinase polypeptide 1) (Drummond et al., 

2009). ERK 1/2 può anche aumentare la sintesi proteica indipendentemente 

da mTORC1, attraverso la segnalazione diretta a eIF4E (fattore di inizio 

eucariotico) mediata dalla proteina MNK1 (MAP kinase interacting kinase 1, 

chinasi interagente con le MAP chinasi) (Wang et al., 2007).   

 

 Meccanismi di degradazione proteica 

Nelle cellule di mammifero si distinguono quattro meccanismi principali 

di degradazione proteica: 

• Caspasi: sono una famiglia di cisteino-proteasi responsabili della 

realizzazione nella cellula dell’apoptosi o morte cellulare programmata.  

Vengono sintetizzate come precursori inattivi; l’attivazione si realizza in seguito 

a precisi segnali di morte, grazie alla rimozione, per mezzo di un taglio 
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proteolitico, del prodominio inibitorio. Alcune caspasi (ad esempio le caspasi 8, 

9 e 10) hanno il ruolo di iniziatori dell’apoptosi e agiscono sui precursori inattivi 

di altre caspasi, attivandole. Queste (ad esempio le caspasi 3 e 7) portano 

avanti la degradazione di molte proteine cellulari (come proteine 

citoscheletriche e della lamina nucleare, proteine coinvolte in proliferazione e 

sopravvivenza, proteine responsabili di replicazione e riparazione del DNA) e 

sono perciò i veri e propri effettori dell’apoptosi. L’attivazione delle caspasi, in 

particolare della caspasi-3, è inoltre uno dei meccanismi coinvolti nell’inizio 

della degradazione delle proteine miofibrillari nell’atrofia. In uno studio di Du e 

collaboratori del 2004 è stato dimostrato che la caspasi-3 può indurre 

frammentazione dell’actina, sia in complessi actomiosinici purificati che in lisati 

totali di fibre muscolari e di colture cellulari. Poiché l’accumulo di actina 

frammentata indotto dalla caspasi-3 è maggiore in presenza di inibitori del 

proteasoma, si pensa che i frammenti actinici siano poi degradati dal sistema 

ubiquitin-proteasoma (che non sarebbe in grado di procedere alla 

degradazione di complessi actomiosinici integri). In miotubi indotti all’atrofia 

dalla deprivazione di siero ed in muscoli atrofici di animali diabetici si osserva 

un aumento della frammentazione dell’actina, che risulta bloccato da inibitori 

della caspasi-3, come l’inibitore peptidico Ac-DEVD-CHO (Kandarian et al., 

2006). Un altro inibitore, più specifico per la caspasi-3, è il peptide Ac-DNLD-

CHO, caratterizzato per la prima volta qualche anno fa (Sakai et al., 2008). Gli 

inibitori delle caspasi sono oggetto di interesse come possibili farmaci per il 

trattamento futuro di patologie in cui è coinvolto il processo apoptotico, come 

ad esempio disordini neurodegenerativi, danno miocardico da ischemia-

riperfusione, infezioni virali. 

• Catepsine: si tratta di endopeptidasi localizzate principalmente in lisosomi ed 

endosomi, ma presenti anche in altre localizzazioni cellulari. Questi enzimi 

sono in grado di svolgere importanti funzioni anche nell’ambiente 

extracellulare. Esse non sono implicate solo nella degradazione di proteine 

confluenti nel lisosoma per endocitosi o per autofagocitosi, ma sono 
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fondamentali anche per il processamento proteolitico di specifici substrati. Le 

catepsine contribuiscono infatti a vari processi fisiologici, come la 

presentazione dell’antigene al sistema immunitario, il ricambio del collagene in 

ossa e cartilagine e il processamento di neuropeptidi e ormoni. Le catepsine, 

in particolare la catepsina L, contribuiscono anche alla degradazione proteica 

in vari modelli di atrofia (Yamazaki et al.,2010). La catepsina L ha un ruolo 

fondamentale in molte altre condizioni patologiche come l’artrite reumatoide, 

l’invasione tumorale e la metastatizzazione. Sono note diverse classi di 

composti in grado di inibire la catepsina L: i diazometilchetoni, gli 

acilossimetilchetoni, i derivati epossisuccinici come il composto E-64, le aldeidi 

peptidiche come la leupeptina (un composto naturale, prodotto dagli 

actionomiceti, in grado di inibire in modo non specifico varie classi di proteasi) 

(Shenoy et al., 2011). 

• Calpaine: si tratta di una famiglia di cisteino-proteasi, sia ubiquitarie che 

tessuto-specifiche, attivate dagli ioni Ca2+. L’attività delle calpaine ha un ruolo 

importante in processi fisiologici quali apoptosi, trasduzione del segnale, 

regolazione del ciclo cellulare, migrazione cellulare e miogenesi. Le calpaine 

sono implicate anche in processi patologici come le distrofie muscolari e 

possono avere un ruolo anche nell’atrofia muscolare in quanto, anche se la 

loro attività proteolitica è solo parziale, possono iniziare la degradazione delle 

proteine miofibrillari, rilasciando molecole che verranno poi completamente 

degradate dal proteasoma (Huang et al., 2016; Shenkman et al., 2015). In vivo, 

l’attività delle calpaine è regolata dal peptide calpastatina. Gli inibitori sintetici 

possono essere peptidici (reversibili o irreversibili) o non peptidici. Uno dei 

campi in cui gli inibitori delle calpaine sono stati studiati sono i disordini 

neurodegenerativi. Infatti, questi composti prevengono la morte neuronale, 

migliorano la funzionalità neurologica e diminuiscono i disturbi motori in modelli 

animali di danno al midollo spinale, distrofie muscolari, morbo di Alzheimer e 

trauma cerebrale. L’uso degli inibitori delle calpaine per prevenire la morte 

ischemica per apoptosi in cellule cardiache, cerebrali, epatiche e renali è 
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risultato essere promettente, data la capacità di questi composti di ridurre 

l’estensione delle lesioni e di migliorare il recupero della normale funzionalità 

del tessuto (Cagmat et al., 2015). Nel trattamento del cancro, gli inibitori delle 

calpaine possono ridurre l’invasività di linee cellulari di linfomi, leucemie, 

adenocarcinoma prostatico e carcinoma mammario. Inoltre, l’inibizione delle 

calpaine può essere utile nel trattamento di dolore e infiammazione, poiché 

questi enzimi tagliano varie proteine coinvolte nella nocicezione e nella risposta 

infiammatoria (Ono et al., 2016).  

• Sistema ubiquitina-proteasoma: il sistema maggiormente coinvolto 

nell’atrofia del muscolo scheletrico è il sistema ubiquitina-proteasoma (UPS) 

(Baumann et al., 2016; Bilodeau et al.,2016). Questo è un sistema proteolitico 

dipendente da ATP che procede alla degradazione di proteine marcate 

dall’addizione di molecole di ubiquitina (Ub). L’ubiquitinazione delle proteine è 

un processo che avviene in tre tappe, ognuna delle quali è catalizzata da un 

enzima specifico. L’Ub viene inizialmente legata all’enzima attivatore (E1) 

attraverso un legame tioestere ad alta energia, poi viene trasferita all’enzima 

coniugante (E2), con formazione di un nuovo legame tioestere con un residuo 

di cisteina di E2. Infine, l’enzima Ub-ligasi (E3) catalizza la coniugazione del 

monomero di Ub con la proteina da degradare, attraverso la formazione di un 

legame isopeptidico tra il gruppo e-aminico di un residuo di lisina della proteina 

da degradare e il gruppo carbossi-terminale del residuo 76 di glicina della 

molecola di Ub. Il processo è ripetuto fino a che almeno 4 monomeri di Ub sono 

legati alla proteina da degradare, che viene così riconosciuta dal proteasoma 

26S. Nel proteasoma 26S (consistente in un core catalitico 20S e in caps 

regolatori 19S) ha luogo un processo dipendente da ATP che prevede prima 

la perdita di folding della proteina, poi attività enzimatiche simili a quelle di 

chimotripsina, tripsina e caspasi ed infine l’azione di esopeptidasi, con 

degradazione pressoché completa della proteina. 
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 Atrogeni 

Nel 2001, Bodine e collaboratori trovarono che gli mRNA di due Ub-

ligasi specifiche del muscolo erano aumentati in modelli animali di atrofia da 

immobilizzazione. Le due Ub-ligasi erano l’enzima Muscle Ring Finger1 

(MuRF1) e l’enzima Muscle Atrophy F-box (MAFbx), chiamato anche Atrogin-

1/MAFbx. Uno studio successivo, condotto da Lecker e collaboratori nel 2004, 

identificò un set di 120 geni differenzialmente espressi in quattro modelli di 

atrofia (privazione di cibo, diabete, insufficienza renale e cancro) rispetto al 

muscolo scheletrico sano. Questi geni, chiamati “atrogeni”, identificano un 

programma comune a vari tipi di atrofia e sono coinvolti in vari processi cellulari 

(Atherton et al., 2016), quali: 

• Degradazione proteica: nelle quattro tipologie di muscolo atrofico sono 

aumentati i livelli di espressione dei geni codificanti le due Ub-ligasi specifiche 

Atrogin-1/ MAFbx e MuRF1, e in generale tutti i componenti della via Ub-

proteasoma (in particolare Ub e vari tipi di subunità 20S e 19S del proteasoma); 

risulta aumentata anche l’espressione di un’importante cisteino-proteasi 

lisosomiale, la catepsina L; questa attivazione dell’espressione della catepsina 

rende almeno in parte conto dell’aumentata velocità di degradazione proteica 

tipica dei muscoli atrofici; 

• Produzione di energia: nei quattro modelli di atrofia si ha riduzione 

dell’espressione di geni codificanti proteine mitocondriali coinvolte nel trasporto 

di elettroni e nella sintesi di ATP e enzimi della glicolisi e del ciclo di Krebs; 

questi cambiamenti portano a riduzione della capacità del muscolo di utilizzare 

glucosio e di produrre energia; 

• Rimodellamento della Matrice Extracellulare: si osserva riduzione dei livelli di 

mRNA per collagene I, III, V e XV e per altre componenti della matrice come 

fibrillina e fibronectina; 
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• Regolazione dell’espressione di fattori di trascrizione: nei quattro modelli di 

atrofia si ha riduzione dell’espressione di tre fattori di trascrizione associati alla 

crescita cellulare (JUNB, MAF e SRCAP); si osserva invece aumento 

dell’espressione di MAX (attivatore trascrizionale) e FOXO1 (attivatore 

trascrizionale della famiglia forkhead), il quale può essere implicato nello 

sviluppo di insulino-resistenza in questi casi di atrofia; 

• Controllo traduzionale: si osserva una forte induzione del fattore di inizio della 

traduzione EIF4EBP1, che, inibendo la traduzione di mRNA dotati di cap, può 

ridurre la velocità complessiva della traduzione proteica;  

• Controllo della crescita cellulare: nel muscolo scheletrico, IGF-1 induce 

ipertrofia attivando la via di segnalazione di Akt; nei quattro modelli di atrofia 

studiati, si osserva una diminuzione netta di IGFBP-5, una proteina che lega la 

matrice extracellulare e aumenta la risposta a IGF-1; ciò suggerisce che nei 

muscoli atrofici si abbia una riduzione della segnalazione mediata da Akt, con 

conseguente soppressione della crescita cellulare (Penna et al.,2010). 

 

 Atrogin-1/MAFbx e MuRF1 

 
Le due Ub-ligasi Atrogin-1/MAFbx e MuRF1 risultano indotte in vari 

modelli di atrofia (Fanzani et al., 2012; Milan et al., 2015): privazione di cibo, 

diabete, insufficienza renale e cancro (Passey et al.,2016). Tra questi sono 

inclusi: ustioni (Lang C.H. et al., 2007), sepsi  (Cohen et al.,2015), 

somministrazione di desametasone (Oelkrug et al.,2015), iniezione di 

lipopolisaccaride (LPS) (Dehoux M.J.M. et al., 2003), azione di specie reattive 

dell’ossigeno (ROS) e citochine come TNFα (fattore di necrosi tumorale α) 

(Reid et al.,2011). 

 E’ interessante notare che i topi knock-out per Atrogin-1/MAFbx e MuRF1 

(Atrogin-1/MAFbx-/- e MuRF1-/-), pur apparendo fenotipicamente normali, 

risentono meno dell’atrofia indotta da denervazione, presentando 
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rispettivamente il 56% e il 36% di massa muscolare in più rispetto ai controlli 

(Bodine S.C.et al., 2001). Questi risultati suggeriscono che Atrogin-1/MAFbx e 

MuRF1 possano essere in parte responsabili della degradazione proteica 

mediata dal sistema ubiquitina-proteasoma in condizioni di atrofia muscolare 

(Yuan et al., 2015). 

La proteina Atrogin-1/MAFbx contiene un dominio F-box, un motivo 

caratteristico di una famiglia di Ub-ligasi chiamate SCFs (da Skp1, Cullin, F-

box). I suoi bersagli specifici noti sono il fattore regolatore miogenico MyoD 

(Tintignac et al., 2005), fondamentale per il differenziamento miogenico, ma 

importante anche per il mantenimento dell’omeostasi nella fibra adulta e per la 

plasticità muscolare, e la proteina eIF3-f (Lagirand-Cantaloube J. et al., 2008), 

una subunità regolatoria del complesso multiproteico eIF3, il quale lega la 

subunità ribosomale 40S e promuove il legame di metionil-tRNA e mRNA. 

L’aumento dei livelli di Atrogin-1/MAFbx nelle fibre muscolari atrofiche inibisce 

quindi la traduzione proteica attraverso la proteolisi di eIF3-f e altera 

l’omeostasi del tessuto attraverso la degradazione di MyoD. 

La proteina MuRF1 è caratterizzata da tre domini: un dominio RING-

finger, che è richiesto per l’attività Ub-ligasica, un dominio “B-box” di funzione 

sconosciuta e un dominio “coiled-coil”, che può essere richiesto per la 

formazione di eterodimeri con una proteina correlata, MuRF2. I bersagli noti di 

MuRF1 sono la catena pesante della miosina, l’enzima creatin chinasi e 

probabilmente proteine miofibrillari come la titina, la nebulina e la catena 

leggera 2 della miosina (Stroke 2015). Inoltre, uno studio di Koyama e 

collaboratori del 2008 suggerisce che l’Ub-ligasi MuRF1 sia anche in grado di 

bloccare la sintesi proteica nel muscolo in condizioni cataboliche, favorendo gli 

altri organi nell’approvvigionamento di aminoacidi liberi. Complessivamente, 

l’azione di Atrogin-1/MAFbx e MuRF1 nel muscolo atrofico porta a 

degradazione delle proteine miofibrillari e soppressione di processi anabolici e 

iperplastici, compresa la sintesi proteica. 
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In modelli di atrofia indotta da desametasone o conseguente a diabete, 

l’aumento dei livelli di Atrogin-1/MAFbx e MuRF1 viene antagonizzato dalla 

somministrazione contemporanea di IGF-1, che agisce attraverso la via di 

PI3K/Akt (Sandri M. et al.,2004; Schiaffino et al., 2011). La via di Akt dunque, 

oltre ad attivare la sintesi proteica può anche inibire in modo dominante i 

segnali inducenti atrofia, favorendo l’instaurarsi di ipertrofia. Il meccanismo 

attraverso cui Akt inibisce l’aumento di Atrogin-1/MAFbx e MuRF1 coinvolge la 

famiglia di fattori di trascrizione FOXO (Forkhead box O).  

Queste proteine sono fattori di trascrizione altamente conservati, 

originariamente scoperti in quanto overespressi nel rabdomiosarcoma e nei 

processi tumorigenici (Brocca et al.,2016). Nel muscolo si trovano tre diverse 

isoforme di fattori FOXO: FOXO1, FOXO3a e FOXO4. L’overespressione del 

gene FOXO1 provoca una grave atrofia in miotubi e in fibre muscolari mature 

(Kamei et al., 2004), mentre nel caso di FOXO3a è sufficiente la sua attivazione 

per indurre atrofia (Sandri et al., 2004). I fattori FOXO sono sequestrati nel 

citoplasma (e quindi esclusi dal nucleo e resi inattivi) quando sono fosforilati 

da Akt, mentre traslocano nel nucleo quando sono defosforilati. Durante 

l’atrofia muscolare, l’espressione dei fattori FOXO aumenta e la riduzione 

dell’attività di Akt ne provoca la defosforilazione, con conseguente attivazione 

e traslocazione nel nucleo, dove inducono l’espressione di Atrogin-1/MAFbx e 

MuRF1 (Figura 3). I fattori FOXO possono anche inibire mTORC1, favorendo 

ulteriormente l’instaurarsi dell’atrofia (Cassano et al., 2009). Inoltre, poiché 

FOXO1 può aumentare la trascrizione dell’isoforma 4 della chinasi della 

piruvato deidrogenasi, un inibitore reversibile del complesso della piruvato 

deidrogenasi, regolando quindi la decarbossilazione del piruvato a acetil-CoA 

nel ciclo di Krebs, la regolazione dell’espressione di Atrogin-1/MAFbx e MuRF1 

da parte dei fattori FOXO appare intrinsecamente legata alla velocità di sintesi 

proteica ed al metabolismo ossidativo della cellula muscolare (Murton et al., 

2008). 
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Figura 3. Vie di segnalazione coinvolte nell’atrofia muscolare scheletrica (da Kandarian S.C. 
et al., 2005). 
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 Regolazione dell’atrofia da citochine 
 

Molte citochine sono in grado di indurre atrofia (Costamagna et 

al.,2015), tra cui TNFα. In uno studio di Li e collaboratori del 2005 è stato 

dimostrato che l’induzione dell’espressione di Atrogin-1/MAFbx da parte di 

TNFα è abolita dagli inibitori della proteina p38 MAPK SB203580 e curcumina, 

suggerendo che TNFα agisca attraverso un meccanismo dipendente da p38 

MAPK per stimolare l’espressione di Atrogin- 1/MAFbx.  

Il legame di TNFα al suo recettore induce anche l’attivazione dei fattori di 

trascrizione della famiglia di NF-kB. L’attivazione di NF-kB è richiesta per la 

perdita di proteine muscolari indotta da citochine (Ladner et al., 2003). 

L’attivazione di NF- kB è controllata dal complesso della chinasi IkB (IKK). In 

seguito a fosforilazione da parte di IKK, la proteina IkB viene ubiquitinata e 

degradata, con conseguente attivazione di NF-kB. In uno studio di Cai e 

collaboratori del 2004, topi transgenici che esprimevano una forma 

costitutivamente attiva di IKK (chiamati topi MIKK) mostravano un’attivazione 

permanente di NF-kB, che causava aumento dei livelli di espressione di 

MuRF1, ma non di Atrogin-1/MAFbx, con conseguente atrofia muscolare. 

Inoltre, topi MIKK incrociati con topi knock-out per MuRF1 (MuRF1-/-) 

mostravano una diminuzione del 50% delle proteine degradate, dimostrando 

che la degradazione proteica mediata da NF-kB è in larga misura dipendente 

dall’overespressione della Ub-ligasi MuRF1.  

Inoltre, studi in colture cellulari di mioblasti C2C12 suggeriscono che TNFα, 

attraverso NF-kB, sia in grado anche di inibire il differenziamento dei miotubi. 

Ciò impedirebbe l’attivazione delle cellule satelliti e quindi la conseguente 

rigenerazione del tessuto muscolare, aumentando ulteriormente l’effetto 

dell’atrofia (Guttridge et al., 2000). 
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 Miostatina 
      

Nel 2004, Schuelke e collaboratori descrissero per la prima volta una 

mutazione del gene umano della miostatina correlata con un aumento della 

massa muscolare scheletrica. La miostatina, un membro della superfamiglia 

del TGF-β (tumor growth factor β, fattore di crescita tumorale β), è quindi 

considerata uno dei più potenti regolatori negativi della crescita muscolare.   

Come tutti i membri della superfamiglia del TGF-β, la miostatina esercita la sua 

attività attraverso i recettori tirosino-chinasici di tipo I e II. Alcune proteine sono 

in grado di interferire con l’attività della miostatina attraverso un legame diretto, 

come la proteina GASP-1 (growth and differentiation factor-associated protein-

1, proteina associata a fattori di crescita e differenziamento) o la follistatina. 

Queste proteine inibiscono l’atrofia muscolare legando diverse isoforme della 

miostatina. 

L’espressione della miostatina è regolata da molti fattori, come è dimostrato 

dalla presenza nel promotore del gene di sequenze di tipo E box (siti di legame 

per MyoD e per gli altri MRFs), di elementi di risposta ai glucocorticoidi (GRE) 

e agli androgeni (ARE), suggerendo che la sua attività sia richiesta anche per 

controllare importanti eventi miogenici come proliferazione e differenziamento 

dei mioblasti. Una down-regolazione anche lieve dell’espressione della 

miostatina è sufficiente per indurre ipertrofia muscolare, mentre per indurre 

iperplasia è necessaria la soppressione totale della miostatina (Cassano et al., 

2009). 

 

 Modelli cellulari di atrofia muscolare 
 

Le colture cellulari forniscono un buon modello per lo studio sia dei 

processi di differenziamento miogenico, sia di condizioni patologiche come 

l’atrofia muscolare. Una delle linee cellulari più frequentemente utilizzate per 

studi di questo tipo è la linea di cellule muscolari murine C2C12, sviluppata da 

Yaffe e Saxel nel 1977.  
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Molti studi riguardanti la definizione dei meccanismi dell’atrofia muscolare 

fanno uso di miotubi trattati con glucocorticoidi come il desametasone: i 

cambiamenti metabolici indotti da questi trattamenti (come l’aumento della 

degradazione proteica e dell’espressione di molti geni implicati nella via 

ubiquitin-proteasoma) sono infatti simili ai cambiamenti osservati nei muscoli 

atrofici di modelli animali e di pazienti (Oelkrug et al.,2015; Stevenson. et al., 

2005).  La via di segnalazione mediata dai glucocorticoidi passa attraverso il 

loro legame, nel citoplasma, con il recettore GR, il quale va poi incontro a 

dimerizzazione e traslocazione nel nucleo. Nel nucleo, GR si lega agli elementi 

di risposta ai glucocorticoidi (GRE), presenti nei promotori di vari geni, 

modulando la trascrizione genica. Inoltre, sono stati descritti anche meccanismi 

non genomici di azione dei glucocorticoidi, come il loro inserimento, 

indipendente dal recettore, nella membrana plasmatica e l’interazione di GR 

con chinasi o con i loro regolatori (Stahn et al.,2008). 

In uno studio di Menconi e collaboratori del 2008 vengono valutati gli effetti del 

trattamento con desametasone in miotubi C2C12. L’induzione di un fenotipo 

atrofico è dimostrata dalla diminuzione del diametro dei miotubi, dovuta 

principalmente ad un aumento della degradazione proteica, mentre la sintesi 

proteica non risente del trattamento. In accordo con numerosi altri studi, si 

osserva un aumento dei livelli dell’mRNA di Atrogin-1/MAFbx. Poiché nel 

promotore del gene di Atrogin-1/MAFbx non sono presenti GRE noti, l’aumento 

della sua espressione indotto da desametasone avviene probabilmente 

attraverso meccanismi non genomici, che portano a defosforilazione ed 

attivazione del fattore FOXO1 (Zhao et al., 2009).  

Per quel che riguarda l’altra Ub-ligasi specifica del muscolo, MuRF1, l’effetto 

del desametasone sulla sua espressione è più controverso. In alcuni studi 

(Johns. et al.,2013; Sacheck et al., 2004) i livelli dell’mRNA di MuRF1 in miotubi 

C2C12 trattati con desamentasone rimangono pressoché invariati rispetto al 

controllo; in altri studi (Sacheck et al., 2007; Zhao et al., 2009), invece, 

aumentano in modo significativo. 
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   CACHESSIA NEOPLASTICA 
  

Nel dicembre 2006, la cachessia è stata così definita da un gruppo di 

scienziati e clinici riuniti a Washington D.C.: “la cachessia è una complessa 

sindrome metabolica associata ad una sottostante malattia e caratterizzata da 

perdita di massa muscolare, con o senza perdita di massa grassa. La principale 

caratteristica clinica della cachessia è la perdita di peso negli adulti o il blocco 

della crescita nei bambini. La perdita di massa muscolare nella cachessia è 

distinta da quella dovuta a starvazione, invecchiamento, depressione primaria, 

malassorbimento e ipertiroidismo ed è associata ad un aumento della 

mortalità” (Evans et al., 2008). 
La cachessia risulta quindi dall’adattamento dell’organismo ad una malattia 

preesistente come il cancro. La malattia genera un quadro clinico caratterizzato 

da infiammazione, perdita di appetito, bassi livelli di testosterone e altri ormoni 

anabolizzanti e anemia. Diminuzione dell’assunzione di cibo e anoressia 

risultano nella perdita di massa corporea e muscolare. Alla perdita di massa 

muscolare contribuiscono anche insulino-resistenza, bassi livelli di ormoni 

anabolizzanti e infiammazione.  
In pazienti con cancro si trovano valori sierici elevati di molti mediatori 

infiammatori come le interleuchine 1, 6 e 8 (IL-1, IL-6, IL-8), il TNF-α ed il fattore 

di crescita dell’endotelio vascolare VEGF-A. I livelli di questi mediatori sono 

ulteriormente aumentati in pazienti cachettici. Il tumore primario è la sorgente 

principale di citochine pro-infiammatorie (Tisdale 2010). 

I pazienti cachettici mostrano un aumento dei tassi di morbilità e mortalità 

rispetto a quelli non affetti da cachessia; ricevono benefici minori dalle terapie 

antineoplastiche e hanno una scarsa qualità della vita. La cachessia, essendo 

refrattaria a interventi sia nutrizionali che farmacologici, rappresenta un 

problema di notevole entità nella clinica oncologica ed è responsabile del 25% 

circa delle morti per cancro. 
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L’incidenza della cachessia dipende dalla localizzazione del tumore ed è 

particolarmente elevata in pazienti con tumori polmonari e gastro-intestinali 

(Tisdale 2010). 

 

 Perdita di massa muscolare 
 

La cachessia neoplastica causa una marcata riduzione della massa 

muscolare scheletrica: quando la perdita di peso corporeo è del 30%, la perdita 

di proteine muscolari è del 75%, mentre il compartimento delle proteine non 

muscolari è relativamente preservato. 

L’atrofia muscolare è dovuta a diminuzione della sintesi proteica e 

contemporaneo aumento della degradazione. Uno studio in vitro su miotubi 

murini trattati con due fattori catabolici per il muscolo scheletrico, il fattore 

inducente proteolisi PIF e l’angiotensina II, ha dimostrato che sintesi e 

degradazione proteica sono entrambe controllate attraverso l’attivazione per 

auto-fosforilazione della proteina chinasi dipendente da RNA (PKR). Essa 

attiva il fattore di trascrizione NF-kB, il quale, controllando l’espressione della 

Ub-ligasi MuRF1 e di alcune subunità del proteasoma, porta ad un aumento 

dell’attività della via proteolitica mediata dal sistema ubiquitin-proteasoma, 

ritenuto il principale meccanismo di degradazione proteica nella cachessia 

neoplastica. I livelli della forma fosforilata di PKR sono significativamente 

aumentati nel muscolo scheletrico di pazienti con cancro gastro-esofageo e 

perdita di peso corporeo, suggerendo che un simile meccanismo possa essere 

responsabile dell’atrofia muscolare (Eley H.L. et al., 2008). 

Nell’aumento dell’espressione delle due Ub-ligasi Atrogin-1/MAFbx e MuRF1 

nella cachessia svolge un ruolo anche la regolazione mediata dai fattori FOXO. 

Infatti, il blocco di FOXO1 in topi cachettici per mezzo di uno specifico 

oligonucleotide di RNA provoca un aumento della massa muscolare 

scheletrica, con aumento dei livelli di MyoD e soppressione dell’azione 

negativa sulla massa muscolare esercitata dalla miostatina (Liu. et al., 2007). 
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L’espressione di Atrogin-1/MAFbx e MuRF1 nel muscolo scheletrico è 

aumentata in presenza di agenti che provocano la produzione di specie reattive 

dell’ossigeno (ROS). La diversa produzione di ROS e di ossido nitrico da parte 

di fibre muscolari ossidative e glicolitiche è una possibile spiegazione della 

diversa sensibilità che hanno i due tipi di fibre all’atrofia in condizioni di 

cachessia, con le fibre ossidative più resistenti delle glicolitiche. Infatti, la 

somministrazione di LPS nei topi provoca aumento dei livelli di ROS e 

espressione di Atrogin-1/MAFbx e MuRF1 in modo più marcato nel muscolo 

vasto laterale, formato prevalentemente da fibre glicolitiche, che nel muscolo 

Soleus, in cui prevalgono le fibre ossidative. Inoltre, la produzione di ossido 

nitrico e l’espressione della sintetasi inducibile dell’ossido nitrico (iNos) e di 

geni codificanti per prodotti antiossidanti, sono più elevati nei muscoli ossidativi 

che in quelli glicolitici, suggerendo che l’ossido nitrico abbia funzioni protettive 

contro l’atrofia muscolare (Yu et al.,2008). 

 
 Carcinoma del colon C26: un modello di cachessia  
 

Nel 1975, nel tentativo di trovare un modello animale di tumore del colon 

utilizzabile per studi biologici e di chemioterapia, tumori del colon furono indotti 

e trapiantati in diversi ceppi di topi inbred. Tra i quattro tumori che superarono 

il primo trapianto c’era il tumore del colon 26 (C26), descritto come un 

carcinoma indifferenziato di grado IV che metastatizza soprattutto nei polmoni. 

Nel 1981 il tumore C26 fu ulteriormente caratterizzato in vivo attraverso 

l’inoculazione di cellule tumorali in topi singenici BalB/C. La linea C26 era 

altamente tumorigenica e mostrava una bassa tendenza a metastatizzare; la 

mortalità dei topi inoculati era comunque elevata. Nel 1990 è stato riportato 

che i topi impiantati con il tumore C26 mostrano una perdita del 40% circa di 

peso corporeo rispetto ai controlli e presentano ipoglicemia e ipercortisolismo, 

senza variazioni nell’assunzione di cibo.  

Il tumore C26 causa disordini della funzionalità epatica e perdita di tessuto 

adiposo e muscolare scheletrico, fornendo quindi un modello appropriato per 
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lo studio dei meccanismi alla base della cachessia (da notare però che la 

cachessia indotta dal tumore C26 varia in base al sito di inoculazione) (Aulino 

et al.,2010). 

Nel recente studio di Aulino e collaboratori, topi BalB/C trapiantati con un 

frammento di tumore C26 sono stati caratterizzati dal punto di vista sia 

molecolare che fisiologico. Il tumore C26 induce la morte del 90% dei topi entro 

32 giorni dal trapianto, con un tempo di sopravvivenza medio di 25 giorni. La 

caratteristica principale della risposta dell’ospite al trapianto è la cachessia. 

Nelle prime due settimane successive al trapianto il peso corporeo rimane 

inalterato, ma nella terza settimana la perdita di peso raggiunge il 30%. La 

perdita di peso corporeo è per la maggior parte dovuta ad atrofia muscolare, 

accompagnata da diminuzione dei depositi di grasso sottocutanei. Il tumore 

C26 provoca diminuzione del diametro delle fibre muscolari, sia glicolitiche che 

ossidative (Figura 4). Inoltre, nei muscoli cachettici i sarcomeri risultano 

distrutti, con perdita quasi completa dell’organizzazione dei filamenti.  

Nei topi cachettici si ha una significativa up-regolazione della Ub-ligasi 

specifica del muscolo Atrogin-1/MAFbx. In altri studi sono stati trovati 

aumentati anche i livelli di espressione dell’altra Ub-ligasi specifica del 

muscolo, MuRF1 (Anthony 2016) ed un aumento dell’ubiquitinazione delle 

proteine. Questi dati suggeriscono che il tumore sia in grado di indurre un 

aumento della degradazione proteica mediata dalla via ubiquitina-proteasoma.  

Il tumore C26, provocando atrofia muscolare e perdita dell’organizzazione 

sarcomerica, influisce negativamente anche sulla funzionalità muscolare, 

diminuendo in particolare la resistenza alla fatica. Questo effetto si osserva 

però solo in alcuni muscoli, come il muscolo EDL (Extensor Digitorum Longus), 

che presenta una predominanza di fibre rapide glicolitiche, mentre non è 

presente in muscoli come il Soleus, che è invece arricchito di fibre lente 

ossidative. La forza isometrica massima (o forza assoluta) è minore nei muscoli 

cachettici rispetto ai controlli. La forza specifica, cioè la forza assoluta 

normalizzata in funzione della massa del muscolo, però non varia in modo 
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significativo tra topi cachettici e controlli. Ciò suggerisce che la diminuzione 

della forza assoluta sia dovuta all’atrofia del muscolo e non ad alterazioni delle 

proprietà contrattili intrinseche delle miofibre (Gorselink et al., 2006).  

 

 

 

Figura 4. A) Atrofia muscolare dell’arto inferiore di un topo cachettico a 3 settimane 
dall’inoculazione del carcinoma C26 (destra), confrontato con un topo sano (sinistra). B) 
Colorazione esterasi di sezioni trasversali del tibiale anteriore di topi di controllo (sinistra) e 
portatori di carcinoma C26 (destra). L’atrofia è evidente nella diminuzione della CSA (cross 
sectional area) dei vari tipi di fibre (barra = 30µm) (da Aulino et al., 2010). 
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L’atrofia muscolare è un effetto diretto delle citochine sul metabolismo 

del muscolo scheletrico e non può essere associata all’anoressia dovuta al 

cancro, poiché l’assunzione di cibo da parte dei topi trapiantati con il tumore 

C26 non sempre differisce da quella dei controlli (Konishi et al.,2016).  

E’ stato dimostrato che IL-6 è una delle citochine che media l’atrofia muscolare 

indotta dal tumore C26, mentre il trattamento con IL-27 riduce l’atrofia negli 

animali cachettici (Aulino et al., 2010). 

Nonostante in molti modelli di atrofia muscolare sia stata riscontrata 

un’inibizione della via di segnalazione di IGF-1, questo non si verifica nei topi 

trapiantati con il tumore C26, nei quali non si osservano né diminuzione dello 

stato di fosforilazione di Akt, né aumento dell’espressione dei fattori FOXO 

(Penna et al.,2010). Ciò implica che la segnalazione responsabile dell’aumento 

dei livelli delle Ub-ligasi Atrogin-1/MAFbx e MuRF1 non sia quella mediata dai 

fattori FOXO.  

Vista l’importanza dei fattori pro-infiammatori nel mediare l’atrofia muscolare, 

l’attenzione si è focalizzata sulle vie di segnalazione dipendenti da citochine, 

in particolare su quelle attivate dalle MAPK. In effetti, in uno studio successivo 

di Penna e collaboratori, è stato osservato che nei muscoli di topi trapiantati 

con il tumore C26 si ha un livello di fosforilazione della proteina ERK 1/2 

maggiore del 50% rispetto ai controlli.  

Inoltre, la somministrazione quotidiana, nei topi trapiantati con il tumore C26, 

di un inibitore della chinasi MEK, che ha il ruolo di fosforilare e attivare ERK1/2, 

riduce la perdita di peso corporeo, diminuisce l’atrofia dei muscoli e contrasta 

l’aumento dei livelli di Atrogin-1/MAFbx. Ciò suggerisce che l’attivazione di 

ERK sia almeno in parte responsabile dell’over-espressione della Ub-ligasi 

Atrogin-1/MAFbx nei muscoli dei topi cachettici. 

Nello stesso studio è stato osservato che nel muscolo dei topi cachettici si ha 

un aumento dell’espressione della proteina Pax-7, un marcatore di cellule 

indifferenziate, mentre i livelli del regolatore miogenico miogenina sono ridotti.  
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L’overespressione di Pax-7 è stata associata in lavori precedenti (Olguin et al., 

2004) a inibizione della miogenesi, la quale può contribuire all’instaurarsi 

dell’atrofia muscolare nella cachessia neoplastica. Infatti, il pattern di 

espressione di Pax-7 e miogenina nel muscolo cachettico è compatibile con un 

processo rigenerativo inefficiente e suggerisce la possibilità che le cellule 

satelliti attivate possano accumularsi nel muscolo dei topi cachettici a causa 

della loro aumentata proliferazione e/o della loro incapacità di differenziare. 

Poiché l’inibizione di ERK1/2 nei topi trapiantati con tumore C26 riporta i livelli 

di Pax-7 e miogenina ai valori dei controlli, è probabile che l’attivazione di 

ERK1/2, che può portare a fosforilazione ed inibizione di miogenina, 

contribuisca a mantenere le cellule satelliti in uno stato indifferenziato. 
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SFINGOLIPIDI 
 

      La componente lipidica delle membrane cellulari eucariotiche è 

costituita da tre grandi classi di molecole anfipatiche: 

• i glicerofosfolipidi, in cui il glicerolo è esterificato con due molecole di acidi 

grassi ed una di acido fosforico, il quale può a sua volta essere esterificato con 

un alcol a basso peso molecolare; 

• gli steroli, composti caratterizzati da un sistema rigido di 4 anelli idrocarburici 

fusi tra loro; 

• gli sfingolipidi (SLs), in cui una molecola di acido grasso è unita a una base 

sfingoide a lunga catena.  

Gli sfingolipidi rappresentano la componente lipidica più cospicua delle 

membrane cellulari e, oltre alla funzione strutturale, possono anche avere un 

ruolo nella segnalazione cellulare (Rao et al, 2013). Gli acidi grassi presenti 

negli sfingolipidi sono di solito saturi o monoinsaturi e contengono 16, 18, 22 o 

24 atomi di carbonio. La base sfingoide a lunga catena è un aminoalcol e 

presenta due varianti più comuni: la sfinganina e la sfingosina (Sph). La 

differenza tra le due è la presenza di un doppio legame in configurazione trans 

4-5 nella sfingosina. L’unità fondamentale comune a tutti gli sfingolipidi è 

rappresentata dal ceramide (Cer), molecola costituita dalla sfingosina e da un 

acido grasso Nacetilato in posizione C-2 (Figura 5). Dal ceramide derivano tre 

sottoclassi di sfingolipidi, che differiscono per la natura chimica della testa 

polare legata in posizione C-1. Le tre sottoclassi sono: 

• le sfingomieline, che, contenendo fosfocolina o fosfoetanolammina 

come testa polare, possono essere classificate come fosfolipidi; 

•  i glicosfingolipidi, che hanno la testa polare costituita da uno o più 

zuccheri legati direttamente al gruppo ossidrilico del carbonio 1 del ceramide 

e non contengono fosfato; 
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•  i gangliosidi, le cui teste polari sono oligosaccaridi complessi che 

terminano con uno o più residui di acido sialico.  

 

 

 

 
 

        Figura 5. Struttura dei principali sfingolipidi (da Futerman et al., 2004) 
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 Metabolismo degli sfingolipidi   
 

Il metabolismo degli SLs prevede una via principale d’entrata, cioè la via 

di sintesi de novo, una via di recupero e una via di uscita. Ognuna di esse è 

regolata da una serie di enzimi con una ben definita localizzazione 

subcellulare. Questo è importante perché, data la loro natura lipidica, gli 

sfingolipidi non possono muoversi liberamente nel citoplasma, quindi tendono 

a rimanere nel sito della loro sintesi, a meno che non vengano trasportati da 

apposite proteine o vescicole. La sintesi de novo inizia a livello del versante 

citosolico del reticolo endoplasmatico, con la condensazione dell’aminoacido 

serina con l’acido grasso attivato palmitoilcoenzima A (palmitoil-CoA) grazie 

all’enzima serina palmitoil transferasi (SPT), a formare 3- chetosfinganina (3-

chetodiidrosfingosina). Questa è ridotta a sfinganina (diidrosfingosina) grazie 

alla 3-chetosfinganina reduttasi NADPH dipendente (3-KSR). 

Successivamente avviene l’acilazione della sfinganina ad opera di una famiglia 

di enzimi, noti come ceramide sintasi (CerS), che catalizzano la formazione di 

diidroceramide (se il substrato è sfinganina), oppure ceramide (se il substrato 

è sfingosina, nella via di recupero). Sono note sei isoforme di CerS, che hanno 

come substrati acidi grassi attivati diversi, rendendo così possibile la 

formazione di molecole di ceramide che si differenziano per la lunghezza del 

gruppo N‐acilico legato.  

 

CerS1 produce C18-ceramide;  

CerS2 produce C22 e C24-ceramide;  

CerS3 produce C26-ceramide;  

CerS4 produce C18, C20 e C22-ceramide;  

CerS5 produce C16-ceramide;  

CerS6 produce C14 e C16-ceramide. 
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Il ceramide viene prodotto a partire da diidroceramide, per azione dell'enzima 

diidroceramide reduttasi (DhCerDes1/2) (o desaturasi). Esso può essere: 

• fosforilato dall'enzima ceramide chinasi (CerK), a formare ceramide 1-

fosfato (C1P), metabolita biologicamente attivo; 

•  trasferito al complesso del Golgi. Se il trasporto avviene per mezzo 

della proteina di trasferimento del ceramide (CerT) si ha produzione di 

sfingomielina (SM) ad opera dell'enzima sfingomielina sintasi (SMS), che 

catalizza il trasferimento della fosfocolina da fosfatidilcolina a ceramide, con 

formazione di diacilglicerolo (DAG) come prodotto collaterale. Se il trasporto 

del ceramide al Golgi è invece mediato da vescicole si ha produzione di 

glucosilceramide, ad opera dell’enzima glucosilceramide sintasi (Aguilera-

Romero et al., 2014). Il glucosilceramide, che si forma nel versante citosolico 

del Golgi, viene successivamente traferito nel versante interno, dove avviene 

la sintesi di glicosfingolipidi (GSL) complessi, ad opera di enzimi specifici. Sia 

la SM che i GSL possono raggiungere la membrana attraverso trasporto 

mediato da vescicole; 

• deacetilato a formare sfingosina e un acido grasso libero dalla 

ceramidasi (CDasi). Di questo enzima sono note diverse isoforme, attive a pH 

acido (localizzate a livello lisosomiale), basico (in corrispondenza del 

complesso ER/Golgi) e neutro (a livello della membrana plasmatica).  

La SM e i GSL possono essere portati dalla membrana plasmatica ai lisosomi, 

tramite trasporto vescicolare endocitico. Nei lisosomi agiscono diversi enzimi, 

come la sfingomielinasi acida (SMasi acida), che catalizza la degradazione di 

SM in ceramide, oltre a diversi enzimi in grado di ridurre anche i GSL in 

ceramide. A questo punto una ceramidasi acida (CDasi acida) può 

trasformare il ceramide in sfingosina, che può uscire dal lisosoma.  

Due isoforme dell'enzima SMasi sono presenti anche a livello della membrana 

plasmatica e possono quindi agire sulla SM presente. In particolare, se la 

molecola si trova sul foglietto esterno della membrana agirà una SMasi acida, 

se si trova invece sul foglietto interno agirà una SMasi neutra; in entrambi i 
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casi si avrà formazione di ceramide, che sarà poi degradato a sfingosina 

tramite l’azione di una CDasi neutra.  

Una volta che la sfingosina è formata possono agire su di essa due tipi di 

enzimi:  

-le CerS, che possono riformare ceramide a partire da uno dei componenti 

della sua degradazione; questa è quindi la via di recupero (Sanllehí et al., 

2016); 

-l'enzima sfingosina chinasi (SphK), presente in due isoforme (SphK1 e 

SphK2), che porta alla formazione della molecola biologicamente attiva 

sfingosina 1-fosfato (S1P), implicata in numerose vie di segnalazione. 

La S1P può infine essere demolita irreversibilmente dall'enzima S1P liasi, con 

formazione di due molecole di natura non sfingolipidica: palmitoilaldeide e 

fosfoetanolammina. Questa è l’unica via di uscita definitiva dal metabolismo 

degli sfingolipidi (Figura 6). 
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Figura 6. Compartimentalizzazione del metabolismo degli sfingolipidi (da Wegner et al., 2013)  
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 Sfingosina chinasi e ceramide chinasi 
 

Sono note due isoforme dell’enzima sfingosina chinasi, SphK1 e SphK2. 

Hanno entrambe cinque domini conservati (C1-C5), con un unico dominio 

catalitico compreso tra C1 e C3 (Alemany et al., 2007). Il sito di legame per 

l’ATP è localizzato nel dominio C2. SphK1 non possiede nessun dominio 

idrofobico transmembranario, mentre nella sequenza di SphK2 sono stati 

identificati 4 domini putativi transmembranari. Inoltre, le due isoforme, 

nonostante siano omologhe e abbiano lo stesso prodotto di reazione, 

differiscono nelle proprietà catalitiche, nella localizzazione subcellulare, nella 

distribuzione tissutale e nel pattern di espressione temporale durante lo 

sviluppo. Mentre SphK1 preferisce come substrato la D-eritro-sfingosina, 

SphK2 è in grado di fosforilare un'ampia varietà di basi sfingoidi, comprese la 

fitosfingosina e la diidrosfingosina (Takabe et al., 2008).  

L’ up-regolazione di SphK1 favorisce la sopravvivenza cellulare, per quel che 

riguarda SphK2 invece, sia la sua overespressione che la sua down-

regolazione (Hannun et al., 2008, Pyne et al., 2010) determinano blocco della 

crescita cellulare e apoptosi.  

Topi knock-out per una sola delle isoforme dell’enzima hanno sviluppo e 

riproduzione normali; al contrario, il doppio knock-out, in cui si ha la completa 

eliminazione della S1P, è letale allo stadio embrionale, in quanto si ha grave 

compromissione della neurogenesi e dell’angiogenesi (Mizugishi et al., 2005). 

Queste osservazioni suggeriscono che ogni isoforma della SphK possa 

almeno in parte compensare la mancanza dell’altra, ma che la S1P sia 

fondamentale per un corretto sviluppo embrionale. 

SphK1 è l’enzima maggiormente responsabile della produzione di S1P e la 

sua espressione è altamente regolata attraverso una combinazione di 

meccanismi epigenetici, trascrizionali e post-traduzionali. SphK1 può essere 

stimolata da numerosi fattori di crescita, inclusi PDGF (platelet-derived growth 

factor), VEGF (vascular endothelial growth factor), EGF (epidermal growth 
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factor), HGF (hepatocyte growth factor), citochine come TNF-α, ormoni 

steroidei come l’estradiolo, ligandi dei recettori accoppiati a proteine G come 

l’acetilcolina, S1P stessa (Takabe et al., 2008).  

SphK1 può essere attivata da vari meccanismi: 

• fosforilazione e traslocazione alla membrana plasmatica, che permette 

l’avvicinamento dell’enzima al suo substrato, sfingosina; la fosforilazione su 

Ser225 ad opera di ERK2 è essenziale per aumentare l’affinità per la 

membrana (Stahelin et al., 2005); 

• interazione con fosfolipidi acidi; 

• interazione con altre proteine. 

 

SphK2 media anche effetti indipendenti dalla produzione di S1P. Per esempio, 

può indurre apoptosi attraverso l’interazione, mediante il suo dominio BH3, 

con la proteina Bcl-xI (Chipuk et al, 2012). Inoltre, uno studio di qualche anno 

fa condotto su cellule di mammifero ha dimostrato che SphK2 e il suo prodotto 

S1P si assemblano a complessi co-repressori dell’espressione genica, 

contenenti HDAC1 e 2 (Histone deacetylase 1 e 2). La presenza di S1P 

previene la deacetilazione dei residui di lisina della coda istonica, 

compromettendone così il legame al DNA, con conseguente aumento della 

trascrizione di p21 (noto inbitore della chinasi ciclina-dipendente CKI) e 

arresto del ciclo cellulare (Hait et al., 2009). 

Dal momento che SphK1 è overespressa in vari tipi di tumore ed ha un ruolo 

fondamentale nell’aumentare la proliferazione delle cellule tumorali e nel 

promuovere la tumorigenesi in modelli animali, suscita un grande interesse la 

ricerca di inibitori specifici di questo isoenzima. Tra i primi composti ad essere 

identificati come inibitori competitivi della SphK troviamo la diidrosfingosina 

(Saphingol) (Buehrer et al.,1992) e la dimetilsfingosina (Yatomi et al., 1996). 

Non si tratta però di inibitori specifici, infatti inibiscono in egual misura SphK1 

e 2. Un inibitore selettivo non competitivo della SphK1 è il composto II (iSK) 
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(French et al., 2003). Esso riduce i livelli di S1P, inibisce la proliferazione e 

induce apoptosi in varie linee di cellule tumorali. 

 

L’enzima ceramide chinasi (CerK) è stato clonato nel 2002 da librerie 

di cDNA di leucemia umana e tessuto cerebrale murino (Sugiura M. et al., 

2002). Basandosi sull’omologia con il dominio catalitico della diacilglicerolo 

chinasi (DAGK), con l’identificazione di CerK è stata introdotta una nuova 

sottoclasse nella famiglia DAGK, distinta da quella della SphK. L’analisi della 

sequenza primaria di CerK ha identificato un sito putativo di miristilazione 

all’N-terminale. L’enzima presenta un dominio PH (Pleckstrin Homology), 

richiesto per la localizzazione nelle membrane e per l’attività enzimatica e un 

dominio di legame alla Ca2+/calmodulina. La calmodulina si lega direttamente 

a questo sito, in modo Ca2+-dipendente, agendo come un sensore del calcio 

per l’enzima. Inoltre l’attività catalitica di CerK può essere regolata anche per 

fosforilazione (Bornancin 2010). 

CerK si trova principalmente in tre compartimenti subcellulari: il complesso del 

Golgi, la membrana plasmatica e le vescicole citoplasmiche; può trovarsi 

anche nel compartimento endosomiale/esosomiale e nei mitocondri 

(Bornancin 2010). 

L’espressione di CerK è ubiquitaria, più elevata in timo, leucociti del sangue 

periferico, cervello, cuore, muscolo scheletrico, rene, fegato e intestino tenue 

(Bornancin 2010).  

E’ stato riportato che le cellule ematopoietiche hanno livelli particolarmente 

elevati dell’mRNA di CerK. In accordo con ciò, CerK è altamente espresso 

nelle cellule T quiescenti CD4+ e CD8+ e nelle cellule B CD19+; la sua 

espressione è fortemente ridotta in seguito all’attivazione di queste cellule 

(Yokota et al., 2004). 

I livelli dell’mRNA di CerK sono down-regolati nel tessuto adiposo bianco del 

ratto in risposta alla somministrazione di leptina (Bonzon-Kulichenko et al., 

2009). 
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Nella linea cellulare di neuroblastoma umano SH-SY5Y, i livelli di CerK 

diminuiscono durante il differenziamento indotto da ATRA (all-trans retinoic 

acid), il quale agisce a livello del promotore del gene CerK (Murakami et al., 

2010). 

Questo enzima, per il suo ruolo nell’infiammazione e nel controllo della 

crescita cellulare, suscita un interesse crescente come bersaglio 

farmacologico. Un inibitore di CerK è K1, isomero di un già noto inibitore di 

SphK, che agisce in modo non competitivo inibendo parzialmente l’attività 

dell’enzima e la produzione di Ceramide 1-Fosfato (C1P) (Kumada H. et al., 

2007).  

L’inibitore noto più potente è il derivato diamino-benzotiazolico NVP-231, che 

compete con il ceramide per il legame all'enzima ed è attivo a concentrazioni 

nanomolari (IC50= 12nM). Alla concentrazione 100nM, NVP-231 inibisce 

CerK dell’80% (Graf et al., 2008). 

Ceramide, sfingosina, Sfingosina 1-Fosfato (S1P) e C1P risultano essere 

mediatori bioattivi chiave nella biologia degli sfingolipidi. Diverse ricerche 

hanno dimostrato che la sfingosina e, soprattutto, il ceramide sono implicati 

nella regolazione di eventi quali l’apoptosi, l’arresto della crescita, la 

senescenza e il differenziamento cellulare. S1P e C1P sono invece coinvolti 

in processi di proliferazione cellulare, migrazione e sopravvivenza a situazioni 

di stress (Van Brocklyn et al., 2012). 

La scoperta dell’effetto opposto sui processi di proliferazione e sopravvivenza 

cellulare esercitato da ceramide e da S1P e C1P ha dato origine al modello 

del reostato degli sfingolipidi (Newton et al.,2015) (Figura 7). Secondo questo 

modello il destino cellulare e l’omeostasi tissutale sarebbero determinati dal 

rapporto tra i livelli di S1P e C1P da un lato e ceramide dall’altro. In 

quest’ottica, l’espressione e l’attivazione di CerK potrebbe avere un notevole 

impatto sul reostato, sia per l’azione pro-sopravvivenza esercitata dal suo 

prodotto, sia perché l’attività di CerK provoca consumo di ceramide. 
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Figura 7. Rappresentazione schematica del reostato degli sfingolipidi (da Newton et al., 2015).  
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 Ceramide 
 

Oltre al suo ruolo di precursore degli sfingolipidi complessi, il ceramide 

regola funzioni cellulari vitali come apoptosi, crescita cellulare, 

differenziamento, senescenza, diabete, insulino-resistenza, infiammazione, 

disordini neurodegenerativi e aterosclerosi (Arana et al., 2010). 

I livelli intracellulari del ceramide aumentano in risposta a numerosi segnali 

extracellulari, quali shock termico, radiazioni ionizzanti, stress ossidativo, 

progesterone, vitamina D3, TNF‐α, IL‐1α, IL‐1β, interferone‐γ (INF-γ), ligando 

del Fas, agenti chemoterapici (Arana L. et al., 2010). In risposta a tali segnali 

il ceramide media l’apoptosi, attraverso tre probabili meccanismi: 

• agendo come messaggero secondario, attraverso l’interazione diretta e la 

regolazione di proteine come CAPK (ceramide activated protein kinase), 

CAPP (ceramide activated protein phosphatase), proteina chinasi Cζ e 

catepsina D (Venkatamaran et al., 2000); 

• formando piattaforme di membrana ricche in ceramide, in grado di 

concentrare e avvicinare diverse proteine di segnalazione. Questo potrebbe 

permettere l’attivazione o l’amplificazione di segnali, favorendo così 

l’interazione e l’oligomerizzazione di particolari recettori. 

Questo effetto è stato osservato per i recettori Fas, i quali si concentrano in 

questi macrodomini e possono di conseguenza interagire con proteine 

effettrici come FADD (Fas-associated death domain) e caspasi (Bollinger et 

al., 2005); 

• modificando direttamente la funzionalità dei mitocondri; ad esempio, il 

ceramide può formare canali nella membrana esterna del mitocondrio, 

attraverso i quali si può avere fuoriuscita del citocromo c e di altre proteine 

portando all’attivazione della via apoptotica caspasi-dipendente (Mencarelli et 

al., 2013). 

Il ceramide è in grado di modulare anche l’autofagia, attraverso due 

meccanismi non mutuamente esclusivi: l’interferenza con la via di 
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segnalazione inibitoria della PI3K di classe 1 e la stimolazione 

dell’espressione del gene autofagico beclina 1 (Morales et al., 2007). 

Un altro bersaglio cellulare del ceramide è la fosfolipasi D (PLD), che è 

l’enzima responsabile della formazione di acido fosfatidico, un potente agente 

mitogenico e un precursore di secondi messaggeri importanti, come l’acido 

lisofosfatidico e il DAG. Il ceramide è in grado di inibire la PLD, ma la funzione 

fisiologica di questa inibizione non è nota (De Larichaudy et al., 2012). 

Recentemente molti studi sono incentrati a chiarire come ceramidi  sintetizzati 

dalle diverse isoforme di CerS, possano avere funzioni diverse all’interno della 

cellula a seconda della lunghezza della loro catena N-acilica. 

L’ovrersepressione delle diverse isoforme di CerS in cellule MCF-7 (cancro 

alla mammella) e HCT-116 (carcinoma del colon) ha dimostrato che l’aumento 

di C16 e C20-ceramide, ottenuto overesprimendo CerS4 e 6, provoca arresto 

della proliferazione e apoptosi; al contrario, un aumento della produzione di 

C24-ceramide ad opera di Cers2, sembra favorire la proliferazione cellulare 

(Hartmann et al., 2012). Successivamente è stato dimostrato, tramite 

esperimenti di cotransfezione di CerS in cellule HCT-116, che il bilancio 

all’interno della cellula tra ceramidi a catena lunga (C16-C20) e ceramidi a 

catena molto lunga (C24-C26) è fondamentale per la sopravvivenza cellulare 

e che un disequilibrio tra queste forme di ceramidi a favore di quelli a catena 

lunga, può essere determinante nell’innescarsi dei processi apoptotici 

(Hartmann et al., 2012). 

 

 Ceramide 1-fosfato 
 
  Il C1P è un potente inibitore dell’apoptosi. Il suo effetto antiapoptotico è 

dovuto a due meccanismi: l'inibizione della SMasi acida e la stimolazione della 

PI3K. L'attivazione di PI3K genera PIP3, il quale può a sua volta inibire la SMasi 

acida. Entrambi questi processi concorrono a bloccare l'attività enzimatica 

della SMasi acida, che non sarà quindi in grado di produrre ceramide. Questa 



46 
 

mancata sintesi di ceramide è alla base del blocco dell'apoptosi (Arana et al., 

2012; Gangoiti et al., 2011). 

Il C1P esercita anche effetti mitogenici, attraverso la stimolazione delle vie di 

MEK/ERK1/2, PI3K/Akt e JNK (c-Jun terminal kinase). Inoltre, C1P attiva la 

capacità di legare il DNA del fattore di trascrizione NF-kB e aumenta 

l’espressione della chinasi 3b della glicogeno sintasi (GSK-3b), portando ad 

una up-regolazione della ciclina D1 e di c-Myc, che sono importanti marcatori 

della proliferazione cellulare (Arana et al.,2010) (Figura 8). 
E’ stato dimostrato che C1P ha effetti pro-infiammatori. Nella linea cellulare 

A549 di adenocarcinoma polmonare C1P stimola in modo potente e specifico 

il rilascio di acido arachidonico e la sintesi di prostanoidi, attraverso 

l’attivazione diretta della fosfolipasi A2 citosolica (cPLA2) (Gaveglio et 

al.,2013). 

Il C1P è implicato anche in altri processi infiammatori, come la fagocitosi nei 

neutrofili, l’attivazione della degranulazione dei mastociti e la stimolazione 

della migrazione dei macrofagi. In particolare, quest’ultimo effetto si ha in 

seguito all’aumento del C1P esogeno, ma non del C1P generato all’interno 

della cellula (Gomez-Muñoz et al., 2016). Bloccando inoltre il pathway di Akt 

e delle chinasi 1 e 2 si ha l’inibizione degli effetti indotti da C1P esogeno. 

Questi dati hanno portato a ipotizzare l’esistenza di un recettore accoppiato a 

proteine Gi in grado di fosforilare le proteine chinasi 1 e 2 e Akt quando attivato 

da C1P. 
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Figura 8. Rappresentazione schematica delle vie di segnalazione indotte da C1P nelle cellule 
di mammifero (da Gomez-Muñoz a et al., 2016).  
 

 Sfingosina 
 

La prima attività biologica descritta per la sfingosina è stata quella di 

inibitore fisiologico della proteina chinasi C (PKC) (Hannun et al., 1986). La 

sfingosina può controllare anche l’attività di altri enzimi chiave della regolazione 

di vie metaboliche e di segnalazione, come la forma della fosfatidato 

fosfoidrolasi dipendente da Mg2+, la PLD e la DAGK (Arana et al., 2010). 

Inoltre, è stato scoperto che la sfingosina può essere il ligando del recettore 

del fattore steroidogenico 1, un recettore nucleare che ha un ruolo critico nello 

sviluppo endocrino del differenziamento sessuale (Liu et al.,2000).  
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SEGNALAZIONE “INSIDE-OUT” DI S1P TRAMITE S1PRS  
 

S1P è implicata in meccanismi come proliferazione e sopravvivenza 

cellulare. Le sue proprietà antiapoptotiche hanno suscitato molto interesse 

verso questo sfingolipide e numerosi studi si propongono di analizzarne le 

funzioni come mediatore bioattivo. Questo ha permesso di scoprire che S1P 

è coinvolta in un elevato numero di processi biologici fondamentali, inclusi, ad 

esempio, riarrangiamenti citoscheletrici e motilità cellulare.  

Una delle ragioni per cui S1P è in grado di mediare tanti meccanismi è che 

essa non agisce solo dall’interno della cellula, ma, una volta secreta nello 

spazio extracellulare, può interagire con recettori di membrana (Aoki et al., 

2016).  

Studi di delezioni geniche e studi farmacologici hanno dimostrato che molti 

degli effetti biologici di S1P sono mediati da cinque tipi di recettori di 

membrana accoppiati a proteine G eterotrimeriche leganti il GTP. Questi sono 

stati nominati S1P1, S1P2, S1P3, S1P4 e S1P5 (Chun et al., 2010; Sanchez 

et al., 2004). 

E’ stata ipotizzata l’esistenza di una relazione funzionale tra l’enzima SphK1 

e i recettori di S1P, nominata segnalazione “inside out”. Questo modello 

prevede che S1P, prodotta all’interno della cellula dalla SphK1, venga 

rilasciata nell’ambiente extracellulare in stretta vicinanza ai propri recettori, 

così da aumentare l’efficienza del legame (Figura 9). 
S1P può agire quindi in maniera autocrina e paracrina, legandosi a recettori 

poco distanti dal suo sito di produzione. In questo tipo di segnalazione, il 

rilascio di S1P all’esterno della cellula avviene per mezzo di proteine 

appartenenti alla famiglia dei trasportatori ABC (ATP-binding cassette), in 

particolare ABCC1, ABCA1 e ABCG2; tuttavia, topi knock-out per ABCA1 o 

ABCC1 presentano livelli plasmatici di S1P analoghi a quelli dei topi wild-type 

(WT), suggerendo che questi trasportatori non siano responsabili del 

mantenimento dei livelli plasmatici di S1P o che possano subentrare 
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meccanismi di trasporto compensatori (Pyne N.J. et al., 2010).     

Successivamente è stato infatti dimostrato che un altro trasportatore, Spns2 

(Spinster 2), è in grado di effettuare il trasporto transmembranario di S1P. 

Spns2 è un trasportatore ATP indipendente che trasporta attraverso la cellula 

basi sfingoidi fosforilate, tra cui S1P e diidro-S1P. Utilizzando topi knock-out 

per questo gene, è stato dimostrato che Spns2 è fondamentale nella 

regolazione dei livelli plasmatici di S1P e dei livelli linfatici e linfonodali di 

questo lipide in grado di regolare il traffico dei linfociti e la risposta immunitaria 

(Aoki et al., 2016).  
 

 

 
  Figura 9. Meccanismo d’azione di S1P (da Xia et al.,2011) 
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 I recettori di S1P sono ubiquitari, ma espressi in proporzioni differenti 

nei diversi tipi cellulari; questo, insieme al fatto che ognuno di essi interagisce 

con proteine G eterotrimeriche diverse, rende conto della capacità di S1P di 

regolare processi fisiologici differenti in maniera altamente specifica. 

Il segnale può estinguersi per azione di fosfatasi agenti su S1P extracellulare 

(l’abbassamento della sua concentrazione determina una minor disponibilità 

nel legame con i recettori), o per desensitizzazione del recettore, causata 

dalla fosforilazione dello stesso da parte di chinasi specifiche: ciò determina 

un disaccoppiamento dalle proteine G e quindi una ridotta capacità di 

rispondere al proprio ligando. 

Strutturalmente, questi recettori sono costituiti da 7 α eliche 

transmembranarie (TM 1-7), estremità N-terminale extracellulare recante siti 

di glicosilazione, porzione C-terminale intracellulare. Si osservano inoltre 3 

loops rivolti verso l’esterno (ECL 1-3) e altrettanti verso l’interno (ICL 1-3) 

(Delgado et al., 2016).   

 

  S1P1 è ubiquitariamente espresso; topi knock-out per questo recettore 

hanno permesso di dimostrare che esso è coinvolto in eventi quali 

angiogenesi, maturazione vascolare, migrazione delle cellule immunitarie, 

funzionalità della barriere endoteliale e tono vascolare (Blaho et al., 2014); 

questi topi muoiono in fase di sviluppo embrionale a causa di disfunzioni gravi 

del sistema circolatorio. 

S1P1 è accoppiato a proteine Gi e, quando lega S1P, è in grado di attivare 

diverse vie di segnalazione agendo su numerosi effettori a valle, fra cui 

adenilato ciclasi (AC), PLC, Akt, ERK1/2 e la GTPasi monomerica Rac (Kihara 

A. et al., 2007). Inoltre, il legame di S1P a S1P1 può portare alla 

transattivazione di recettori tirosino-chinasici di fattori di crescita (RTKs), quali 

i recettori di VEGF, EGF e PDGF (Figura 10). 
Tutto questo media nella cellula meccanismi di proliferazione e 

sopravvivenza, riorganizzazione citoscheletrica e migrazione. 
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Il potente farmaco immunomodulatore FTY720 (Fingolimod) lega tutti i 

recettori di S1P, escluso S1P2. Trattandosi di un profarmaco, per ottenere la 

forma biologicamente attiva è necessaria la fosforilazione da parte di SphK2. 

FTY720 è un agonista del recettore S1P1, di cui induce internalizzazione e 

degradazione. Dal punto di vista clinico, il trattamento con FTY720 provoca 

sequestro dei linfociti, soprattutto T, nei tessuti linfoidi secondari (Sobel et al., 

2015). Questo lo rende un possibile farmaco per il trattamento di malattie quali 

la sclerosi multipla (Takabe et al., 2008). 

E' stato sviluppato un agonista altamente selettivo del recettore S1P1, il 

composto SEW2871. Come la S1P endogena, SEW2871 attiva il recettore 

S1P1 e ne induce la successiva internalizzazione e il riciclo (Blaho et al.,2014; 

Sammani et al., 2011; Xiao et al.,2016). 

Ad oggi, l’unico antagonista disponibile altamente selettivo per il recettore 

S1P1 è il composto W146/ML056. In diversi studi viene utilizzato anche il 

composto VPC23019, antagonista sia di S1P1 che di S1P3 (ma l’effetto è 

circa dieci volte maggiore su S1P1 che su S1P3), il quale è in grado di 

revertire alcuni degli effetti mediati dal trattamento con SEW2871 (Huwiler et 

al., 2008). 

 

S1P2 è espresso in molti tipi cellulari ed è il recettore più rappresentato 

dei cinque nelle cellule della muscolatura vascolare liscia. Topi knock-out per 

questo recettore non mostrano alla nascita difetti anatomici o fisiologici, ma in 

alcuni casi vanno incontro a morte tra la terza e la settima settimana di vita.  

 A livello cellulare, la mancanza di S1P2 causa aumento dell’eccitabilità dei 

neuroni piramidali neocorticali, dimostrando così che questo recettore è 

implicato nella regolazione dell’eccitabilità di membrana a livello neuronale 

(Blanc et al., 2015). 

 S1P2 inoltre, in combinazione con S1P3, tramite l’attivazione di Akt è in grado 

di regolare la sopravvivenza dei cardiomiociti in seguito a danno ischemico 

(Means et al., 2007).  
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Questo recettore può essere accoppiato a diversi tipi di proteine G, come Gi, 

G12/13, e Gq (Skoura et al., 2009).  La sua attivazione è quindi in grado di 

regolare diverse vie di segnalazione: attraverso le subunità "βγ" di G i, S1P2 

attiva la MAP chinasi ERK1/2, mentre attraverso la subunità "α" di Gq attiva 

la PLC. S1P2 è un attivatore più efficiente della via di segnalazione 

PLC/IP3/Ca2+ rispetto a S1P1, ma non rispetto all’ isoforma S1P3 (Figura 10). 
Attraverso G12/13 può portare all’attivazione della GTPasi monomerica Rho; 

infatti, in cellule che over-esprimono S1P2 trattate con S1P si ha la formazione 

di fibre da stress in modo Rho-dipendente (Takata et al., 2008).  Questo effetto 

è stato osservato principalmente a livello delle fibre muscolari lisce 

(Takashima et al., 2008), dove il recettore S1P2 promuove anche 

l’espressione dei geni coinvolti nei meccanismi di differenziamento (Adada et 

al., 2013). 

  Il composto sintetico JTE-013 è stato caratterizzato come antagonista 

competitivo del recettore S1P2, privo di effetti sugli altri recettori (Osada et 

al.,2002). 

   
S1P3 è espresso a livelli elevati in cuore, fegato, milza, rene, intestino, 

diaframma e cartilagine, ma la sua delezione genica non risulta in un fenotipo 

particolare. Si può trovare associato a tre tipologie di proteine G: Gi, G12/13 e 

Gq; l'associazione con Gq è la più frequente. In seguito al legame con S1P si 

ha l’attivazione della via PLC/IP3/Ca2+, con formazione di IP3 e DAG, che 

portano ad un aumento di Ca2+ intracellulare e all’attivazione della PKC 

(Kihara et al., 2007) (Figura 10). 

S1P può inoltre stimolare la migrazione in linee cellulari che overesprimono 

S1P3 tramite la via attivata da Gi: bloccando infatti Gi con la tossina della 

pertosse, S1P3 inibisce l'attivazione di Rac e la migrazione cellulare, 

suggerendo che la via di Gi sia dominante su quella di G12/13 (Kihara A. et al., 

2007). 
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È stato associato un ruolo ad S1P3 anche nella tumorigenesi: esso, infatti, 

risulta upregolato in cellule di adenocarcinoma polmonare e attraverso il 

pathway della Rho chinasi aumenta l’espressione del recettore di EGF. Tale 

effetto è stato correlato con un aumento della proliferazione e dell’invasività 

delle cellule tumorali (Hsu et al., 2012). 

 

S1P4 ha un’espressione molto limitata; si può trovare a livello delle 

cellule del sistema immunitario e dei leucociti (Delgrado et al., 2016; Dillmann 

et al., 2016). Non ne sono stati descritti gli effetti su topi knock-out, ma è stato 

ipotizzato che questo recettore abbia un ruolo nella regolazione della 

produzione di citochine da parte delle cellule T (Mahajan-Thakur et al., 2015).   

S1P4 attiva PLC, ERK e Cdc42 in un modo sensibile alla tossina della 

pertosse, per questo si pensa che sia accoppiato a proteine Gi (Kihara et al., 

2007) (Figura 10). 
 

S1P5 è espresso principalmente in zone della sostanza bianca del 

sistema nervoso centrale, in particolare negli oligodendrociti (Brinkmann, 

2007). E’ inoltre espresso a livello delle cellule NK (natural killer) del sistema 

immunitario (Walzer et al., 2007), regolandone la fuoriuscita dai vasi linfatici 

(Mayol et al., 2011).  

S1P5 è accoppiato a proteine Gi e G12. La via mediata da Gi inibisce l’AC e 

stimola l’aumento dei livelli di Ca2+ intracellulare. Inoltre, questo recettore è in 

grado di inibire ERK, ma in modo indipendente da Gi (Figura 10). 
Alcuni studi, inoltre, ne ipotizzano un ruolo nella tumorigenesi (Adada et al., 

2013). Tuttavia, i risultati ottenuti in tal senso sono scarsi e contrastanti; ulteriori 

indagini sono richieste, poiché il recettore potrebbe essere un target per 

farmaci chemioterapici. 

A livello degli oligodendrociti e dei loro precursori, la conseguenza funzionale 

dell’attivazione di questo recettore dipende dal loro stadio di sviluppo. 

Attraverso il pathway che porta all’attivazione della Rho chinasi, impedisce la 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dillmann%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26783340
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migrazione degli oligodendrociti immaturi (Novgordov et al., 2007), mentre 

media la sopravvivenza di quelli maturi, attraverso un pathway AKT-

dipendente.  
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Figura 10. Rappresentazione schematica delle principali vie di segnalazione a valle dei 
recettori specifici per S1P (da  SPHINGOLIPIDS: THE SPHINX OF LIPIDS Tom Brock, PhD 
Research Project) 
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SFINGOLIPIDI E MUSCOLO SCHELETRICO 
 

 È stato ormai ampiamente dimostrato che sfingolipidi bioattivi come 

ceramide, sfingosina e S1P hanno un ruolo importante nella regolazione dei 

processi biologici del muscolo scheletrico. In particolare, queste molecole sono 

implicate nell’attivazione delle cellule staminali residenti nel muscolo 

scheletrico, nella loro proliferazione e nel differenziamento, finalizzato alla 

rigenerazione del tessuto. Inoltre, gli sfingolipidi sono coinvolti nella 

regolazione delle proprietà contrattili, nella risposta del tessuto a ormoni come 

l’insulina (Straczkowski et al., 2007), nel  controllo della fatica (Cowart 2010) e 

nel trofismo delle fibre muscolari.  
 
 Regolazione di crescita e differenziamento del muscolo scheletrico 
 

Molti studi su crescita e differenziamento delle cellule muscolari 

scheletriche sono condotti in vitro, utilizzando linee cellulari come i mioblasti di 

topo C2C12, derivati da cellule satelliti murine, e le cellule muscolari L6 di ratto. 

Il lipide bioattivo S1P innesca nei mioblasti C2C12 numerose vie di 

segnalazione, attivando la PLD e la GTPasi monomerica RhoA (Meacci et al., 

2001) e aumentando i livelli citosolici di Ca2+ (Meacci et al., 2005). 

I recettori della S1P espressi sul sarcolemma mioblasti sono S1P1, S1P2 e 

S1P3. I livelli di espressione di questi recettori variano durante il 

differenziamento miogenico delle cellule C2C12; in particolare l’espressione di 

S1P2 diminuisce progressivamente durante il differenziamento, fino ad essere 

quasi nulla nei miotubi formati (Meacci et al., 2003).  

Studi successivi hanno dimostrato che S1P è un regolatore negativo della 

proliferazione indotta da siero ed un potente attivatore del differenziamento 

delle cellule C2C12. Questo effetto è mediato dall’attivazione delle vie di ERK 

1/2 e di p38 MAPK, conseguente al legame di S1P proprio al recettore S1P2 

(Donati et al., 2004).  
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Tra gli eventi a valle implicati nell’effetto promiogenico di S1P sono stati 

identificati la regolazione della proteina delle gap junction connessina-43 (Cx-

43) (Meacci et al.,2010; Squecco et al.,2006) e il rimodellamento dell’actina, 

con formazione di fibre da stress (Formigli et al., 2007). 

La proteina Cx-43 ha un ruolo fondamentale nel sincronizzare il 

differenziamento dei mioblasti e nel renderli competenti per la fusione. L’ 

upregolazione di questa proteina mediata da S1P raggiunge un massimo a 

48 ore dall’inizio del differenziamento.  

E’ stato dimostrato che per questo processo è richiesta l’attività del canale del 

Ca2+ TRPC1, l’isoforma più espressa nei mioblasti C2C12 dei canali della 

famiglia TRPC (transient receptor potential canonical) (Formigli et al., 2009). 

In particolare, è noto che il collegamento funzionale tra TRPC1 e Cx-43 nel 

differenziamento indotto da S1P è costituito dall’asse m-calpaina/PKCα. 

La PKCα è un noto regolatore negativo della miogenesi ed il suo calo 

fisiologico durante il differenziamento è associato con l’up-regolazione della 

Cx-43, indotta da S1P. E’ chiaro inoltre che la fosforilazione delle connessine 

dipendente dalla PKCα è in grado di modificare la loro capacità di interagire 

con altre proteine della membrana plasmatica. 

Dal momento che la diminuzione della PKCα è annullata dal silenziamento e 

dalla inibizione della m-calpaina, è stato ipotizzato che la chinasi sia un 

substrato dell’attività proteolitica della m-calpaina stessa. In conclusione, è 

stato osservato che i canali TRPC1 sono coinvolti nell’espressione della Cx-

43 in mioblasti indotti al differenziamento da S1P, attraverso l’attivazione della 

m-calpaina, la conseguente riduzione della PKCα e la stabilizzazione della 

localizzazione della Cx-43 alla membrana plasmatica (Meacci et al., 2010). 

Sono state trovate evidenze di un ruolo fisiologico dell’enzima SphK1 

nella proliferazione e nel differenziamento dei mioblasti. La quantità di 

proteina SphK1 e la formazione di S1P sono aumentati sia in mioblasti che 

raggiungono la confluenza che in cellule in differenziamento (Meacci et al., 

2008). Un’aumentata espressione di SphK1 riduce la proliferazione dei 
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mioblasti, aumenta l’espressione di marcatori del differenziamento miogenico 

e anticipa il raggiungimento di un fenotipo differenziato. La down-regolazione 

di SphK1, invece, aumenta significativamente la crescita cellulare e ritarda 

l’inizio della miogenesi.  

Il ruolo biologico della SphK1 nei mioblasti appare quindi diverso da quello 

esercitato nella maggioranza degli altri tipi cellulari, nei quali promuove la 

proliferazione. Inoltre, la stimolazione della miogenesi in mioblasti over-

esprimenti SphK1 è annullata dal silenziamento di S1P2 (Meacci E. et al., 

2008). Ciò indica che l’asse SphK1/S1P2 è una parte del meccanismo 

molecolare che regola la miogenesi indotta da agonisti.  

Anche il ceramide è implicato nella regolazione del differenziamento 

miogenico. Il contenuto cellulare di ceramide durante il differenziamento 

miogenico mostra una diminuzione precoce, compatibile con la formazione di 

altri sfingolipidi, seguita da un aumento marcato e sostenuto. L’inibizione della 

sintesi de novo del ceramide ne diminuisce i livelli cellulari e anticipa il 

raggiungimento di un fenotipo differenziato (Mebarek et al., 2007). E’ stato 

proposto che l’effetto promiogenico esercitato dall’inibizione della sintesi di 

ceramide dipenda dal fatto che questo sfingolipide regola negativamente la 

PLD, dal momento che la segnalazione mediata dall’acido fosfatidico è 

richiesta per la miogenesi (Jaafar et al., 2013). 

 
 Effetto della S1P sulla rigenerazione e sull’atrofia del muscolo 
scheletrico 
 
  In uno studio di Danieli-Betto e collaboratori del 2010 è stato valutato 

l’effetto di S1P nella rigenerazione del muscolo scheletrico (in questo caso, 

muscolo Soleus di topi adulti). La somministrazione esogena di S1P stimola la 

crescita delle miofibre in rigenerazione, mentre la diminuzione dei livelli 

circolanti di questo sfingolipide produce l’effetto opposto. L’aumento della 

crescita delle miofibre stimolato da S1P si accompagna ad una aumentata 

espressione dei fattori miogenici MyoD e miogenina. 
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Inoltre, in uno studio di Nagata e collaboratori del 2014 è stato dimostrato che 

la somministrazione di S1P provoca un aumento del numero di cellule satelliti 

che entrano nel ciclo cellulare in risposta al danno, mentre l’inibizione della 

produzione di S1P ne riduce l’attivazione e diminuisce la rigenerazione del 

muscolo danneggiato. 

In colture primarie di cellule satelliti sembra che l'azione proliferativa di S1P sia 

mediata dal legame dello sfingolipide bioattivo con i recettori S1P1 ed S1P3 

(Calise et al., 2012), e, curiosamente, quando le cellule sono in coltura da 4 

giorni ed iniziano a differenziare, si ha una variazione nel pattern di 

espressione dei sottotipi recettoriali di S1P. 

La constatazione che S1P evoca azioni biologiche diverse nelle cellule satelliti 

e nei mioblasti, essendo pro-mitogenica nel primo caso e prodifferenziante nel 

secondo, non solo conferma il ruolo centrale che l'asse SphK1/S1P riveste 

nella biologia del muscolo scheletrico, ma rafforza anche l'idea che le vie di 

segnalazione a valle dei recettori specifici per S1P vengono attivate 

differenzialmente durante la miogenesi.  

  S1P1 e S1P3 sono infatti i due sottotipi recettoriali più espressi nelle 

cellule satelliti quiescenti, mentre S1P2 è assente nelle cellule quiescenti, ma 

si trova espresso nelle cellule satelliti attivate ed in proliferazione. Nel muscolo 

adulto si trovano poi espressi S1P1 e S1P3 (a livelli più elevati), localizzati sulla 

membrana plasmatica e a livello dei tubuli T (Zanin et al.,2008).  

È importante sottolineare che, il ruolo di S1P2 è stato studiato in vivo, durante 

la rigenerazione del muscolo soleo in seguito agli effetti tossici indotti dalla 

somministrazione di una neurotossina: la rigenerazione tissutale, infatti, è 

tardiva in topi in cui l’espressione genica di S1P2 è stata silenziata e/o in 

animali trattati con l’antagonista selettivo per S1P2, JTE-013 (Germinario et al., 

2012). 

Tra i processi biologici regolati da S1P nei mioblasti, è stato riportato 

che lo sfingolipide bioattivo esercita un'azione anti-migratoria in cellule C2C12, 
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riducendone la motilità e inibendo la chemiotassi indotta da IGF-1 (Becciolini 

et al., 2006).  

Questi risultati, inizialmente possono sembrare in contrasto con l'azione pro-

migratoria di S1P osservata nelle cellule satelliti (Calise et al, 2012): in realtà 

tutto ciò suggerisce che la motilità cellulare deve essere favorita nel momento 

in cui le cellule satelliti vengono reclutate nel sito di danno muscolare e 

successivamente deve essere regolata negativamente per stabilire i contatti 

adeguati cellula-cellula e per permettere la fusione con le fibre preesistenti.  

A questo proposito, il duplice ruolo svolto da S1P nel controllo della migrazione 

delle cellule satelliti e nel successivo differenziamento in mioblasti, sottolinea 

ulteriormente la sua critica azione pleiotropica durante la miogenesi e la 

riparazione del muscolo scheletrico. 

L’aggiunta di S1P esogena inoltre controbilancia la perdita di massa 

muscolare indotta da denervazione e, regolando l'espressione del gene 

codificante per la catena pesante della miosina (Myosin Heavy Chain, MHC), 

impedisce il rallentamento della contrazione delle fibre veloci a causa del 

disuso (Zanin et al.,2008). Gli stessi effetti si ottengono somministrando 

sfingosina, che viene convertita a S1P dalla SphK1 presente sulla superficie 

extracellulare delle fibre muscolari scheletriche. 

Durante la denervazione si ha anche un aumento del numero di nuclei 

apoptotici, che non viene diminuito dalla somministrazione di S1P o di 

sfingosina. Ciò suggerisce che la S1P non protegga il muscolo dall’apoptosi 

indotta da denervazione, ma eserciti la sua azione protettiva attraverso altri 

meccanismi, che coinvolgono probabilmente effetti trofici. 

Poiché durante un esercizio intenso il muscolo genera sfingosina, è possibile 

che S1P eserciti effetti trofici autocrini/paracrini sulle fibre muscolari 

scheletriche, contribuendo a mantenere la massa muscolare adeguata al livello 

di attività. Nel muscolo reso inattivo dalla denervazione, questo effetto 

autocrino è probabilmente ridotto, sia perché non si ha più produzione di 
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sfingosina, sia perché la denervazione è associata a down-regolazione dei 

recettori S1P1 ed S1P3 (Zanin et al.,2008). 

S1P è quindi un mediatore chiave in grado di dirigere molti processi 

biologici coinvolti nella biologia del muscolo scheletrico: la proliferazione, la 

migrazione, il differenziamento miogenico e la rigenerazione tissutale. Una 

singola molecola ma una moltitudine di funzioni. 
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MATERIALI E METODI 
 

MODELLO ANIMALE  
 

Le biopsie di muscolo EDL di topi Balb/C su cui sono state condotte le 

analisi sono state gentilmente fornite dalla Prof.ssa Costelli (Università degli 

Studi di Torino). Gli animali sono stati mantenuti su un normale ciclo luce-buio 

(luce 8:00-20:00), con libero accesso al cibo e all'acqua durante tutto il periodo 

sperimentale, compresa la notte prima del sacrificio. Essi sono stati curati in 

conformità con le linee guida del Ministero della Salute italiano (n°86609 EEC) 

e con la politica sulla cura e l'uso di animali da laboratorio. Il protocollo 

sperimentale è stato approvato dal Comitato di Bioetica dell'Università degli 

Studi di Torino. I topi utilizzati come modello di cachessia pesavano all’incirca 

17 g e sono stati inoculati per via sottocutanea dorsale con 5x105 cellule di 

adenocarcinoma del colon C26. Gli animali sani, usati come controlli, pesavano 

circa 23 g. Il peso, l'assunzione di cibo e la perdita di massa muscolare 

venivano registrati tutti i giorni. Entrambi i gruppi di animali (C26 e controlli) 

sono stati sacrificati sotto anestesia circa dopo 12 giorni dal trapianto del 

tumore nei soggetti C26. Da questi, successivamente, sono state escisse le 

biopsie di muscolo EDL, le quali sono state pesate, congelate in azoto liquido 

e successivamente conservate a -80 °C in attesa di analisi istologiche e 

molecolari (Penna F. et al., 2009). 

 

 Trasfezione delle fibre muscolari EDL tramite elettroporazione 
 

  Gli esperimenti di elettroporazione sono stati condotti anch’essi nel 

laboratorio della Prof.ssa Costelli sul muscolo tibiale di topi cachettici C26 e dei 

corrispettivi controlli.  Sono stati utilizzati plasmidi pLKO.1 (Clontech, Palo Alto, 

CA) codificanti per una corta sequenza disordinata “scrambled” di RNA a 

doppio filamento (SCR-shRNA) non omologa ad alcun gene e per questo 
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utilizzata come controllo negativo ed una mix di tre plasmidi codificanti per short 

hairpin RNA disegnati in tre regioni diverse dell’mRNA codificante per CerK 

(CerK-shRNA).   

Il vettore plasmidico pLKO.1 è così costituito: sequenze retrovirali murine LTR 

(Long Terminal Repeats), gene per la resistenza all’antibiotico ampicillina e 

promotore U6 che controlla l’espressione dello shRNA. 

I plasmidi d’interesse sono stati purificati mediante kit NucleoBond Xtra Maxi 

(Macherey-Nagel GmbH, Duren, Germania), in accordo con le istruzioni fornite 

da protocollo. 

Un minuto dopo l'iniezione di 25 μl di DNA plasmidico purificato, sono stati 

applicati alle zampe anteriori di entrambi i gruppi di animali (C26 e controlli) 2 

elettrodi collegati a una piastra in acciaio inox e sono stati inviati tre impulsi 

sottocutanei di 20 ms ciascuno ad un voltaggio di 75V. L’elettroporazione è 

stata effettuata dieci giorni prima del sacrificio dell’animale, a 2 giorni 

dall’inoculazione sottocutanea di cellule di adenocarcinoma del colon C26 nei 

topi cachettici, seguendo un protocollo tale da limitare i danni tissutali e da 

evitare risposte infiammatorie in loco. 
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COLTURE CELLULARI 
 

  Le linee cellulari utilizzate in questo progetto di tesi sono le seguenti:  

A) linea immortalizzata di mioblasti murini C2C12  

B) linea immortalizzata di mesenchimali stromali murine derivate da midollo 

osseo (BM-MSCs).  

A) Le cellule sono state mantenute in coltura in piastre di Petri di 100 mm di 

diametro, in terreno Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, Sigma) 

addizionato con siero fetale bovino (FBS, Sigma) al 10%, con aggiunta di una 

soluzione di penicillina e streptomicina (10000 unità di penicillina e 10 mg di 

streptomicina per ml, Sigma) all’1% e di L-glutammina (Sigma) all’1%. Le 

piastre sono state mantenute in incubatore a 37°C in atmosfera umidificata 

contenente il 5% di CO2. Una volta raggiunta una confluenza del 70%, le 

cellule sono state lavate con la soluzione fisiologica Phosphate Buffered Saline 

(PBS, Sigma) + 1% mix di antibiotici (sopra descritta), staccate dalla piastra 

con tripsina 1X (Sigma), contate nella camera di Burker e piastrate in piastre 

multi-well da sei pozzetti con terreno fresco, alla densità richiesta per gli 

esperimenti. 

Ad una confluenza del 95%, sono state indotte a differenziare sostituendo il 

DMEM con 10% FBS con un terreno di differenziamento (DM), costituito da 

DMEM addizionato con siero di cavallo HS (Horse Serum) al 2% (Sigma). Le 

cellule sono state mantenute in queste condizioni per circa 7 giorni 

(normalmente necessari per ottenere un completo differenziamento) ed in 

questo periodo il terreno è stato cambiato ogni 24-48 h. 

Una volta ottenuti miotubi completamente differenziati, si procedeva agli 

esperimenti. Il terreno è stato aspirato e, dopo aver lavato le cellule in PBS, 

sostituito con DMEM addizionato con l’1% di FBS. Nei vari esperimenti, nel 

mezzo di coltura sono stati aggiunti i seguenti composti: 
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-sfingosina 1-fosfato (S1P, Tocris), utilizzata alla concentrazione 2 μM (da una 

soluzione stock 2 mM); 

-composto II, inibitore di SphK1 (iSK, Calbiochem), utilizzato alla 

concentrazione 5 μM (da una soluzione stock 20 mM); 

-K1, inibitore non competitivo di CerK (iCK, Calbiochem), utilizzato alla 

concentrazione 5 μM (da una soluzione stock 10 mM); 

-NVP-231, inibitore competitivo di CerK (Sigma), utilizzato alla concentrazione 

100 nM (da una soluzione stock 30 mM); 

-SEW2871, agonista specifico di S1P1 (Tocris), utilizzato alla concentrazione 

1 μM (da una soluzione stock 20 mM); 

-W146/ML056 antagonista specifico di S1P1 (Sigma): utilizzato alla 

concentrazione 2µM (da una soluzione stock 600 μM); 

-JTE-013 antagonista specifico di S1P2 (Tocris), utilizzato alla concentrazione 

1 μM (da una soluzione stock 10 mM);  

-CYM5541 agonista specifico di S1P3 (Sigma): utilizzato alla concentrazione 

2µM (da una soluzione stock 15 mM); 

-VPC23019 antagonista non specifico di S1P1/S1P3 (Avanti Polar Lipids), 

utilizzato alla concentrazione 1 μM (da una soluzione stock 10 mM). 

 

Negli esperimenti che prevedevano di valutare l’effetto di queste sostanze nel 

prevenire o meno l’atrofia muscolare indotta da desametasone, quest’ultimo è 

stato aggiunto al mezzo di coltura 1 h dopo la sostanza stessa, alla 

concentrazione di 100 μM (da una soluzione stock Tocris 100 mM). 

Le cellule sono state raccolte dopo 24 o 48 h dal trattamento. 

 

B) La linea immortalizzata di BM-MSCs è stata mantenuta in coltura nelle 

stesse condizioni dei mioblasti C2C12, solo addizionando al DMEM il 20% di 
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FCS. Raggiunta una confluenza del 100%, è stato loro sostituito il terreno di 

coltura con il terreno di differenziamento (DM) delle C2C12 o con il terreno di 

colture primarie di cellule satelliti in attiva proliferazione (PM) in assenza (MSC-

DM; MSC-PM) o in presenza dell’inibitore di SphK1 (iSK, 5 μM) (MSC-DM+iSK; 

MSC-PM + iSK). Il mezzo condizionato è stato raccolto da tutte le piastre di 

BM-MSCs dopo 48h, centrifugato a 1000 g x 5 min per rimuovere i detriti 

cellulari e successivamente aggiunto in coltura a C2C12 e cellule satelliti per 

valutare gli eventuali effetti paracrini che il terreno condizionato raccolto dalle 

MSCs avesse indotto su entrambe le linee cellulari. 

Una parte dell’attività di ricerca, infine, è stata condotta utilizzando colture 

primarie di cardiomiociti preparate dai ventricoli di topi neonati (1-2 giorni di 

vita) (Harlan) e mantenute in coltura secondo il protocollo riportato in Formigli 

et al.,2007. I cardiomiociti isolati sono stati usati per le prime due settimane 

(passaggi 0-1). Sono stati inoltre utilizzati per gli stessi esperimenti 

cardiomioblasti immortalizzati di ratto H9C2 (American Type Culture 

Collection, ATCC). 

 Entrambe le popolazioni sono state mantenute in coltura secondo il protocollo 

dei mioblasti C2C12 e, raggiunta una confluenza del 70%, sono state lasciate 

overnight in terreno privo di siero prima del trattamento con diverse 

concentrazioni di H2-RLX (50 ng/ml) (ConneticsCo). 

 
 Trasfezione di mioblasti C2C12 mediante Lipofectamine 
    

Per inibire l’espressione di CerK, i mioblasti C1C12 al 70% di confluenza 

(che si raggiungeva seminando 100000 cellule in multi-well da sei pozzetti 48h 

prima) sono stati trasfettati con una mix di plasmidi pLKO.1 (Clontech, Palo 

Alto, CA) con le stesse caratteristiche precendemente descritte. 

La trasfezione è stata effettutata mediante lipofectamine 

(LipofectamineTM 2000, Invitrogen). 
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Per ottimizzare l’efficienza del protocollo è stato necessario determinare la 

corretta quantità di DNA plasmidico e lipofectamine da utilizzare in relazione 

allo specifico tipo cellulare da trasfettare; in questo caso sono stati utilizzati 

20μl di DNA e 1mg/mL di Lipofectamine che sono stati opportunamente diluiti 

in DMEM senza siero. Affinchè lo shRNA venisse complessato dalle 

lipofectamine, le due soluzioni diluite sono state miscelate in un volume totale 

di 100 μl e mantenute a temperatura ambiente per 20 min. Successivamente, 

è stato cambiato il terreno di coltura dei mioblasti C2C12 con DMEM al 10% 

FBS senza antibiotici (per evitare che vi fosse interferenza con la trasfezione) 

ed è stata aggiunta la soluzione trasfettante al monostrato cellulare. Le piastre 

sono state poste in incubatore a 37 °C per 6 ore ed in seguito è stato rimosso 

il terreno sostituendolo con del terreno fresco per evitare effetti di tossicità 

cellulare dovuti alla permanenza delle lipofectamine in coltura. Le cellule sono 

state raccolte dopo 24-72 h dalla trasfezione. L’efficacia di trasfezione nel 

downregolare l’espressione di CerK (circa il 60%) è stata valutata in Western 

Blotting e confermata mediante Real Time PCR. 
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RETROTRASCRIZIONE E REAL TIME PCR  
 

L’RNA totale sia dalle biopsie muscolari EDL che dalle colture cellulari 

è stato estratto in TRI Reagent® (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) seguendo le 

istruzioni fornite da protocollo. La concentrazione e la purezza dell’RNA 

estratto è stata valutata misurando l’assorbanza alle lunghezze d’onda 260 e 

280 nm e l’assenza di degradazione è stata confermata con elettroforesi su gel 

d’agarosio con l’aggiunta di bromuro d’etidio. Per evitare contaminazioni da 

DNA genomico, l’RNA estratto (0,5-1μg) è stato sottoposto ad un 

pretrattamento con 2-10 U di desossiribonucleasi (DNASI) (Roche Diagnostics 

or Invitrogen). In seguito, è stata allestita una reazione di retrotrascrizione 

usando il kit commerciale High Capacity cDNA Reverse Transcription kit (Life 

Technologies), in un volume totale di 20 μl, in accordo con le istruzioni fornite 

da protocollo. I campioni sono stati incubati a 25°C for 10 min, 37°C for 120 

min ed infine a 85°C per 5 min in un termociclatore (PerkinElmer). 

Successivamente, sono stati conservati a -20°C. 

 I livelli di espressione dei geni target sono stati quantificati mediante 

Real Time PCR utilizzando 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied 

Biosystems, CA, USA). Ciascun campione è stato caricato in duplicato e ad 

ogni mix di reazione sono stati aggiunti controlli negativi. La mix di reazione, 

allestita in 25 μl totali, era così composta: 200 ng di cDNA, 0,25 μM di ciascun 

primer (forward e reverse) e 2X Power Sybr Green PCR Master Mix (Life 

Techonologies). Per l’amplificazione dei geni target sono state utilizzate le 

seguenti coppie di primers (i primers sono stati disegnati in regioni che 

presentavano alta omologia di sequenza tra le tre specie Homo Sapiens, Mus 

Musculus e Rattus Norvegicus): 

Atrogin-1/MAFbx: Forward 5’-GCAGCCAAGAAGAGAAAGAA-3’ 

                             Reverse 5’-CTGTGACTTTGCTATCAGC-3’ 
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CerK:                    Forward 5’-GGACTTAATCAAGGACAGTGA-3’ 

                             Reverse 5’-AGGACAGTGTCCCTTCATAG-3’ 

S1P1:                   Foward 5’-CCGCAAGAA CATCTCCAAGG-3’ 

                             Reverse 5’-GGCAATGAAGACACTCAGGA-3’ 

S1P2:                   Forward 5’-CATCGTGGTGGAGAATCTTCTG-3’ 

                             Reverse 5’-CAGGTTGCCAAGGAACAGGTA-3’ 

S1P3:                    Forward 5’-CCACCTGCAGCTTATGGCC-3’ 

                             Reverse 5’-GGCAATTAGCCAGCACATCCC-3’ 

Spns2:                  Forward5’-GGCCATCACTGCAGACATCC-3’ 

                             Reverse 5’- AAAGCCAATGAGGTAGGGGC-3’ 

SphK1:                 Forward 5’-CTGGCAGCTTCTGTGAACCA-3’ 

                             Reverse 5’-TGTGCAGGGACAGCAGGTTCA-3’ 

 

L’ amplificazione dei geni target è stata condotta parallelamente a quella del 

gene housekeeping GAPDH per cui sono stati utilizzati i seguenti primers: 

 

GAPDH:              Forward 5’-GGCAAATTCAACGGCACAGTC-3’ 

                            Reverse 5’-TCGCTCCTGGAAGATGGTG-3’ 

Per ciascuna reazione è stato utilizzato il seguente profilo termico: 95°C per 10 

min, seguiti da 40 cicli a 95°C per 30s, 50°-55°C per 30s e 72°C per 45s 

(l’emissione in fluorescenza è stata acquisita durante lo step di elongazione). 

Infine è stato impostato il seguente profilo di dissociazione: 95°C per 15s, 60°C 

per 60s, 95°C per 15s e 60°C per 15s. 

I risultati sono stati analizzati tramite il metodo di quantificazione comparativa 

2^(−ΔΔCT) (Livak & Schmittgen, 2001) e i valori ottenuti sono stati normalizzati 

in base all’espressione del gene housekeeping GAPDH. 
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ELETTROFORESI SU GEL DI POLIACRILAMMIDE E WESTERN 
BLOTTING 
 

Le cellule e le biopsie muscolari sono state lisate per 30 min a 4°C in un 

tampone contenente 50 mM TrisHCl pH 7.5, 120 mM NaCl, 1 mM EDTA, 6 mM 

EGTA, 15 mM Na4P2O7, 20 mM NaF, 1% Nonidet P 40 ed una combinazione 

di inibitori delle proteasi: 1.04 mM 4-2-aminoetil benzenesulfonil fluoride 

idrocloride (AEBSF) F, 0.08 mM aprotinina, 0.02 mM leupeptina, 0.04 mM 

bestatina, 15 mM pepstatina A e 14 mM E-64. I lisati ottenuti sono stati 

centrifugati a 600gX5 min e le proteine sono state dosate usando il metodo 

colorimetrico di Bradford (Biorad, Hercules,CA). 

I campioni (20-30 µg) sono stati sottoposti a elettroforesi su gel di 

poliacrilammide (SDS-PAGE) per 2h a 150V e successivamente le proteine 

sono state trasferite su una membrana di Polivinilidenfluoruro (PVDF) (GE 

Helthcare, Buckinghamshire, UK). Le membrane sono state poi lavate in PBS 

tre volte per 10 min e sono state incubate per 1h a temperatura ambiente in 

una soluzione di "blocking", costituita da PBST (PBS contenente lo 0,1% di 

Tween 20) con il 5% di non-fat dry milk (Bio-Rad).  Dopo ulteriori tre lavaggi in 

PBST di 10 min, le membrane sono state incubate overnight a 4°C con gli 

anticorpi primari anti-Atrogin-1/MAFbx e anti-MuRF1 (ECM biosciences); anti-

CerK (abcam); anti-SphK1 e anti-fosfo-SphK1 (ECM biosciences); anti-S1P1 

(Sigma); anti-S1P3 (Cayman Chemical Company); anti-Spns2 (Sigma); anti-

Connessina-43 (Cx43, Sigma), anti-β-actina (Santa Cruz) e anti-β-tubulina 

(Sigma). L'anticorpo primario è stato diluito in PBS-T con lo 0,2% di non-fat dry 

milk. Il giorno seguente, dopo tre lavaggi in PBST di 10 min a temperatura 

ambiente, le membrane sono state incubate per 1 h con un anticorpo 

secondario specie-specifico, diretto contro la porzione costante delle IgG della 

specie in cui è stato prodotto l'anticorpo primario (nel nostro caso, topo, coniglio 

o capra) e coniugato all'enzima perossidasi di rafano (HRP). L'anticorpo 

secondario è stato diluito in PBS-T con lo 0,2% di non-fat dry milk. 

https://it.wikipedia.org/wiki/Polivinilidenfluoruro
https://it.wikipedia.org/wiki/PVDF
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Dopo ulteriori lavaggi in PBST e PBS, le membrane sono state bagnate con 

ECL (GE Helthcare, Buckinghamshire, UK) e i segnali sono state rilevati in 

chemiluminescenza attraverso l’uso di lastre fotografiche (GE Healthcare, 

Chalfont St. Giles, UK). L’analisi densitometrica delle bande d’interesse è stata 

effettuata utilizzando il software NIH IMAGE (ImageJ software, Bethesda, MD, 

USA). I risultati ottenuti sono stati normalizzati sul contenuto di β-actina o di β-

tubulina presenti in ciascun campione e sono stati riportati in grafico come 

percentuale relativa all’intensità della banda del controllo. 
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SEPARAZIONE DEGLI SFINGOLIPIDI E DETERMINAZIONE 
DEL CONTENUTO DI S1P 
 

Allo scopo di marcare gli sfingolipidi sintetizzati dalle cellule, le cellule 

mesenchimali stromali (BM-MSCs) sono state mantenute in coltura in piastre 

multi-well da sei pozzetti con terreno fresco, alla densità richiesta per gli 

esperimenti. All’ 80% di confluenza, le cellule sono state marcate con 3[H] 

Sfingosina (3[H]Sph) (0,6 mCi/ml) per 2 ore. In altri esperimenti le BM-MSCs 

sono state trattate con 3[H] serina (10 mCi/ml) e incubate con il terreno di 

differenziamento (DM) di cellule C2C12 o con il terreno di colture primarie di 

cellule satelliti in attiva proliferazione (PM) in assenza o in presenza dell’ 

inibitore di SphK1. Dopo 48h, le cellule e il terreno condizionato sono stati 

raccolti e da questi sono stati estratti i lipidi marcati aggiungendo ai campioni 

50 μl di cloroformio, 100 μl di metanolo e 2 μl di HCl. Sono stati aggiunti in 

seguito 100 μl di cloroformio e, infine, 100 μl di KCl. I campioni sono stati poi 

centrifugati, in modo da aumentare la separazione tra fase organica e fase 

inorganica. La fase contenente gli sfingolipidi marcati, compresi 3[H] S1P o 3[H] 

ceramide, è stata lasciata evaporare sotto corrente di azoto. Le frazioni 

contenenti 3[H] S1P intracellulare ed extracellulare sono state sottoposte a 

cromatografia su strato sottile (TLC) su piastre di gel di silice (Merck, 

Darmstadt, Germania), precedentemente attivate a 100°C per un’ora. Per 

ottenere la separazione degli sfingolipidi, la lastra di silice è stata immersa in 

una soluzione contenente n-butanolo / acido acetico / acqua (3: 1: 1, v / v / v). 

S1P fredda è stata aggiunta alla miscela di estrazione dei lipidi ed è stata usata 

come standard interno. Alla fine della TLC, la lastra di silice è stata poi tagliata 

e la radioattività associata a ciascuna zona è stata determinata dopo aggiunta 

di liquido di scintillazione (Optiphase Supermix, Perkin Elmer) e lettura allo 

scintillatore (Tri-Carb 2800TR, Perkin Elmer). I picchi corrispondenti a Sph e 

S1P sono stati riconosciuti in base al loro Rf (fattore di ritenzione, determinato 

mediante l’uso di standards specifici) e quantificati. 
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ANALISI DELLA PROLIFERAZIONE CELLULARE 
 

Conteggio cellulare e saggi di incorporazione di 3[H] timidina e EdU (5-

etinil-29-deossiuridina) sono stati utilizzati per determinare la proliferazione 

delle C2C12 e delle cellule satelliti. 

-Conteggio cellulare: le cellule sono state incubate per 24 h nel mezzo di 

coltura specifico (DM per i mioblasti C2C12 e PM per le cellule satelliti) o 

esposte al terreno condizionato delle MSCs (C2C12: MSC-DM e MSC-DMiSK; 

cellule satelliti: MSC-PM e MSC-PMiSK). Dopo 24 h, le cellule sono state 

tripsinizzate e contate in una camera di Burker da due diversi operatori in 

seguito all’incubazione con Trypan Blue (0,2%, Sigma). 

-Incorporazione di 3[H] timidina: allo scopo di marcare il DNA sintetizzato dalle 

cellule, i campioni di C2C12 e di cellule satelliti sono stati incubati per almeno 

2 ore con metil 3[H] timidina (1-2 mCi/ml) (Perkin Elmer, Monza, Italia) e poi 

trattate con acido tricloroacetico (TCA). Le cellule sono state successivamente 

raccolte e incubate per 30 min in TAE 5% a 4°C per consentire il fissaggio degli 

acidi nucleici. Il TCA è stato poi rimosso e le cellule sono state lavate con 

etanolo 70% e lasciate asciugare. Sono stati infine aggiunti 100μl di Na-OH e 

le cellule sono state lasciate 1 h a 37°C per consentirne la lisi. 10μl del lisato 

cellulare sono stati messi in un vial assieme a 2 ml di liquido di scintillazione 

(Optiphase Supermix, Perkin Elmer) e la radioattività emessa (dpm/min) è stata 

misurata tramite scintillatore (Tri-Carb 2800TR, Perkin Elmer). 

-Incorporazione di EdU (5-etinil-29-deossiuridina): il saggio di incorporazione 

di EdU è stato eseguito utilizzando il kit Click-iT EdU Cell Proliferation Assay 

(Life Technologies, Grand Island, NY, USA) seguendo le istruzioni fornite da 

protocollo. Brevemente, le cellule cresciute su vetrini sono state incubate con 

EdU 10 mM per 24 h. Dopo di che, le cellule sono state lavate con PBS, fissate 

con paraformaldeide 0,5% (PFA) per 10 min a temperatura ambiente, 

permeabilizzate con acetone freddo per 3 min e poi incubate con la soluzione 
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di emissione Alexa Fluor 488 EdU per 30 min, protette dalla luce. Dopo un 

lavaggio, i vetrini contenenti le cellule marcate sono state montati (Biomeda 

Gel, Scienze di microscopia elettronica, Foster City, CA) e osservati ad un 

microscopio confocale SP5 Leica TCS (Leica Microsystems, Mannheim, 

Germania) dotato di una sorgente laser HeNe/Ar. Il numero delle cellule con 

nuclei EdU positivi in ciascun preparato cellulare è stato valutato su 10 campi 

microscopici casuali (200X200 μm2 con ingrandimento 63X) ed è stato 

espresso come percentuale sul numero totale di cellule valutate mediante 

marcatura nucleare con ioduro di propidio (PI). 
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IMMUNOFLUORESCENZA CONFOCALE 
 

Sia i mioblasti C2C12 che le cellule satelliti, coltivate su vetrini, sono 

stati fissati con 0,5% PFA per 10 min a temperatura ambiente. Dopo l’aggiunta 

di acetone freddo per 3 min, le cellule fissate sono state poste per 20 min in 

una soluzione di “blocking” costituita da PBS con 0,5% di albumina di siero 

bovino (BSA; Sigma) e con il 3% di glicerolo e poi incubate overnight a 4°C con 

un anticorpo policlonale di coniglio anti-Ki67 (1:100; Santa Cruz 

Biotechnology). Le cellule satelliti fissate sono state incubate durante la notte 

a 4°C con un anticorpo monoclonale di topo anti-Pax7 (1: 100; Santa Cruz 

Biotechnology) e con un anticorpo policlonale di capra anti-vimentina (1:40; 

Sigma); mentre i mioblasti C2C12 sono stati incubati con un anticorpo 

monoclonale di topo anti-miogenina (1: 100; Santa Cruz Biotechnology). 

L’immunofluorescenza è stata rivelata mediante incubazione per 1 h a 

temperatura ambiente con anticorpi secondari specie-specifici, diretti contro la 

porzione costante delle IgG della specie in cui sono stati prodotti gli anticorpi 

primari (in questo caso anti-coniglio o anti-capra Alexa Fluor488 o anti-topo 

Alexa Fluor568, diluiti 1: 200; Molecular Probes, Eugene, OR, USA). In alcuni 

esperimenti, le cellule sono state incubate con ioduro di propidio (PI 1:30; 

Molecular Probes) per rilevare i nuclei. I controlli negativi sono stati ottenuti 

sostituendo l'anticorpo primario con siero non immune; la cross-reattività degli 

anticorpi secondari è stata testata in esperimenti di controllo in cui sono stati 

omessi gli anticorpi primari. Dopo un lavaggio, i vetrini contenenti le cellule 

immuno-marcate sono stati montati e osservati ad un microscopio confocale 

Leica TCS SP5 (Leica Microsystems). Le osservazioni sono state effettuate 

utilizzando un obiettivo ad immersione Leica Plan Apo 63X/1.43NA. Le 

immagini sono state poi proiettate su una singola immagine di “messa a fuoco 

estesa”. Il numero delle cellule con nuclei positivi per Ki67 è stato valutato su 

10 campi microscopici casuali (200X200 μm2 con ingrandimento 63X) in ogni 

preparato cellulare ed è stato espresso come percentuale sul totale di cellule. 
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ANALISI STATISTICA 
 

I dati inseriti nei grafici sono stati calcolati come media ± SEM di almeno 

tre esperimenti indipendenti condotti in duplicato e sono stati riportati come 

variazione sul controllo, settato a 1. L’ analisi statistica è stata effettuata 

usando il test t di Student fra due gruppi e il test d’analisi della varianza a una 

via (ANOVA) seguito dal test post-hoc di Bonferroni per gruppi superiori a due. 

Gli asterischi indicano la significatività statistica: *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; 

$p<0.05, $$p<0.01 e §p<0.05.   
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SCOPO DELLA RICERCA 
 

L’atrofia muscolare scheletrica, caratterizzata dalla diminuzione della 

massa e della funzione muscolare (Aguera et al.,2016; Cruz-Jentoft et 

al.,2010;Vandervoort et al.,2002)  insorge come conseguenza fisiologica 

(invecchiamento, stile di vita sedentario) (Murton et al., 2008; Powers et al., 

2016; Stephens et al., 2010) o come conseguenza di patologie (insufficienza 

cardiaca cronica, HIV, sepsi, tumore) (Bacurau et al., 2016; Cohen et al.,2015; 

Pinto et al.,2016;Thomas et al.,2007). 

Prescindendo dall’evento scatenante, che implica sempre una multifattorialità, 

l’atrofia muscolare è caratterizzata, dal punto di vista biochimico e molecolare, 

dalla drastica riduzione del contenuto proteico per diminuzione della velocità di 

sintesi e dall’aumento della degradazione proteica regolata da specifici geni 

definiti “atrogeni” (Baumann et al., 2016; Bilodeau et al.,2016; Dedkov et 

al.,2003; Rudrappa et al.,2016). Tra questi, due atrogeni codificano per Muscle 

Ring Finger1 (MuRF1) e Atrogin-1/MAFbx, ubiquitine ligasi (Ub-ligasi) presenti 

specificatamente nel muscolo scheletrico, la cui espressione risulta aumentata 

in vari modelli di atrofia muscolare (Bodine et al.,2014; Gomes et al., 2001; 

Yuan et al.,2015).     

Scopo della presente tesi è stato quello di valutare se alterazioni del 

metabolismo degli sfingolipidi (SLs), importanti regolatori della funzionalità e 

vitalità delle fibre muscolari (Cowart L.A., 2010; Straczkowski M. et al., 2007) 

fossero coinvolte nella comparsa di un fenotipo atrofico. Di questi, in 

particolare, sfingosina 1-fosfato (S1P) svolge un’azione protettiva in fibre 

muscolari isolate danneggiate [per es. da denervazione (Ieronimakis et al., 

2013; Zanin et al., 2008) o da contrazione eccentrica (Sassoli et al., 2011)] e 

nell’attivazione delle cellule staminali residenti nel muscolo (cellule satelliti) in 

seguito a danno (Danieli-Betto et al.,2010; Fortier et al., 2013; Germinario et 

al.,2012; Nagata et al.,2006; Sassoli et al., 2014).   

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ieronimakis%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23915702
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Al momento non sono disponibili in letteratura dati riguardanti il ruolo funzionale 

degli assi SphK1/S1P e CerK/ceramide 1-fosfato (C1P) nel mantenimento del 

fenotipo di cellule muscolari differenziate. 

Lo studio è stato condotto su un modello animale in vivo rappresentato 

da topi BalB/C a cui è stata indotta cachessia mediante inoculazione 

sottocutanea di un frammento del tumore solido carcinoma C26 (Gorselink et 

al., 2006) e, per caratterizzare gli aspetti più molecolari, in un modello cellulare 

in vitro rappresentato da cellule muscolari scheletriche differenziate della linea 

murina C2C12, sottoposte al trattamento con desametasone (Dexa), un 

glucocorticoide in grado di indurne il passaggio ad un fenotipo atrofico 

(Nakashima et al.,2016). 

In prima fase, sono stati correlati i livelli d’espressione di Atrogin-

1/MAFbx e MuRF1 con quelli di SphK1 e CerK.  Successivamente, dato il ruolo 

di S1P in qualità di ligando extracellulare di specifici recettori (S1PR), i livelli di 

Atrogin-1/MAFbx sono stati correlati con i livelli di espressione dei sottotipi 

S1PR espressi nella fibra muscolare, essenzialmente S1P1, S1P2 e S1P3 

(Ebenezer et al.,2016; Meacci et al., 2003; Pulkoski-Gross et al.,2015; Rosen 

et al., 2009). 

 Con lo scopo di identificare possibili bersagli farmacologici, grazie all’uso di 

agonisti ed antagonisti specifici dei vari sottotipi recettoriali, la comparsa del 

fenotipo atrofico è stata correlata alla funzionalità delle vie a valle dei vari 

S1PR.  

 Infine, tra le varie strategie descritte per contrastare l’instaurarsi di un 

fenotipo atrofico, la terapia cellulare con cellule mesenchimali stromali derivate 

da midollo osseo (BM-MSCs) appare promettente (Costamagna et al.,2015; de 

la Garza-Rodea et al.,2011;  Natsu et al.,2004; von Roth et al.,2012). Pertanto, 

è stata valutata la capacità delle BM-MSCs di secernere S1P insieme ad altri 

fattori noti in grado di promuovere meccanismi endogeni di riparazione tissutale 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ebenezer%20DL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27621206
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in seguito a danno (Rose et al.,2008; Salem et al., 2010; Sassoli et al., 2012; 

Uccelli et al.,2008) e di contrastare la comparsa di atrofia muscolare. 

A sua volta le potenzialità degli SLs in qualità di bersagli/effettori per 

contrastare il danno cellulare sono state valutate in cardiomiociti neonatali ed 

in cardiomioblasti H9C2.  

Infine, data l’importanza di molti fattori contenuti naturalmente negli 

alimenti, la presenza di tocoferoli e polifenoli in estratti di Castanea sativa è 

stata testata per valutare la capacità di contrastare la perdita di massa 

muscolare. 

I dati presentati in questa tesi di dottorato, oggetto di tre pubblicazioni e 

di altri due manoscritti in preparazione, mettono in evidenza il ruolo degli assi 

SphK1/S1P e CerK/C1P come circuiti molecolari di regolazione del fenotipo 

della cellula muscolare scheletrica differenziata e delle potenziali vie di 

regolazione del microambiente cellulare con un particolare sguardo 

all’interazione funzionale tra cellule muscolari scheletriche e cellule 

mesenchimali staminali. I dati sul coinvolgimento delle vie a valle dei vari 

sottotipi recettoriali di S1P aprono inoltre buone prospettive per lo sviluppo di 

approcci terapeutici orientati a limitare la comparsa di un fenotipo atrofico. 
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RISULTATI 
 

MODELLO SPERIMENTALE DI CACHESSIA IN VIVO: TOPI 
BALB/C CACHETTICI PER L'INOCULAZIONE SOTTOCUTANEA 
DEL TUMORE SOLIDO CARCINOMA C26   
 

 Livelli di espressione di Atrogin-1/MAFbx e MuRF1 nel muscolo EDL di 
topi cachettici portatori di carcinoma del colon C26 
 

La ricerca nel campo dell’atrofia muscolare scheletrica, si è incentrata 

negli ultimi anni sui meccanismi molecolari responsabili del mantenimento del 

giusto equilibrio tra sintesi e degradazione proteica, al fine di preservare 

inalterata l’omeostasi tissutale e di individuare i potenziali bersagli per il 

trattamento della perdita della massa muscolare nella cachessia e in alcuni 

disordini neuromuscolari. 

Inizialmente, abbiamo confermato che l’espressione dei due noti marcatori 

proteici di atrofia, le Ub-ligasi Atrogin-1/MAFbx e MuRF1, fosse alterata in 

biopsie di muscolo EDL (Extensor Digitorum Longus) (gentilmente concesse 

dalla Prof.ssa P. Costelli, Università degli Studi di Torino) provenienti da topi 

BalB/C a cui è stata indotta cachessia mediante inoculazione sottocutanea di 

un frammento del tumore solido carcinoma C26 (Gorselink M. et al., 2006). 

Come si può osservare in Tabella 1, nei topi cachettici (C26) rispetto a quelli 

di controllo si ha una significativa riduzione del peso corporeo e dell’assunzione 

di cibo unite a una diminuzione della massa muscolare pari al 30% (Penna et 

al.,2010). 
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 Controlli (g) C26 (g) 

Peso corporeo 23 ± 0,5 17 ± 0,2** 

Assunzione di cibo 40,4 ± 2,1 28,6 ± 2,9 *** 

Perdita di massa muscolare  -30 % 

 

Tabella 1. Perdita di peso corporeo e massa muscolare e diminuzione nell’assunzione di cibo 
in topi BalB/C portatori di carcinoma C26 (sacrificati a 12 giorni dall’impianto del tumore) 
rispetto a topi wt (controlli).  (test t di Student: ** p<0,01; *** p<0,001) (da Penna et al., 2010). 

 

A questi peculiari aspetti morfologici corrispondono livelli di espressione diversi 

delle due Ub-ligasi Atrogin-1/MAFbx e MuRF1. Nel Western Blotting riportato 

in Figura 11 A-B, infatti, i livelli di Atrogin-1/MAFbx risultano significativamente 

aumentati di circa tre volte nei lisati corrispondenti al muscolo EDL di n=8 topi 

cachettici portatori di C26 (C26) rispetto a quelli dei topi di controllo (n=7). E' 

da notare che la variabilità interna ai due gruppi di animali (controlli e portatori 

di C26) risulta maggiore nel gruppo dei controlli piuttosto che nel gruppo degli 

animali cachettici. Questa osservazione suggerisce che nei controlli Atrogin-

1/MAFbx possa essere marcatore di uno stato di degenerazione tissutale 

legato a condizioni individuali specifiche, mentre nei muscoli dei topi cachettici 

la ridotta variabilità dei dati indica una tendenza significativa all'acquisizione di 

un determinato e specifico fenotipo. 

Tale risultato è stato confermato, dopo aver estratto da ciascun campione 

l’RNA totale, averlo retrotrascritto a cDNA e averlo amplificato mediante real 

time PCR. L’analisi è stata condotta utilizzando una coppia specifica di primers. 

Le variazioni nei livelli di espressione del marcatore di atrofia sono state 

valutate tramite calcolo del fold col metodo del 2^- ΔΔCt , tenendo conto che i dati 
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relativi all’mRNA dei controlli rappresentano il riferimento e sono stati posti 

uguali a 1. 

Come si evince dal grafico riportato in Figura 11 C, i livelli di espressione di 

Atrogin-1/MAFbx aumentano drasticamente e in maniera statisticamente 

significativa nei topi cachettici portatori di C26 (C26) rispetto al gruppo dei 

controlli. Tali valori sono stati ottenuti confrontando in media almeno n=5 topi 

cachettici rispetto ai loro controlli sani. Pertanto alla perdita di peso corporeo si 

accompagna nella cachessia l’aumento di espressione di questa Ub-ligasi 

tessuto specifica (Malavaki et al.,2015).  
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Figura 11. Variazione dei livelli di espressione di Atrogin-1/MAFbx in biopsie di muscolo EDL 
di topi BalB/C cachettici portatori di carcinoma C26. (A) Western Blotting. L’analisi è stata 
condotta su lisati cellulari (20-30 μg) ottenuti da biopsie di muscolo EDL di topi BalB/C 
cachettici portatori di carcinoma C26 (C26) e topi wt (controlli), usando un anticorpo specifico 
anti-Atrogin-1/MAFbx. (B) Analisi densitometrica. I risultati sono stati quantificati mediante 
analisi densitometrica delle bande d’interesse normalizzate sul contenuto di β-actina presente 
in ciascun campione, riportati in grafico come percentuale relativa all’intensità della banda dei 
controlli settata a 1 ed espressi come media ± SEM di almeno tre esperimenti indipendenti. 
L’aumento di Atrogin-1/MAFbx nei soggetti C26 è statisticamente significativo (test t di Student 
*p <0.05 vs Controlli) (C) Real time PCR. L’analisi è stata condotta su cDNA retrotrascritto da 
mRNA proveniente dai campioni sopra descritti. I livelli d’espressione di Atrogin-1/MAFbx sono 
stati normalizzati sul contenuto del gene housekeeping GAPDH. I valori sono stati riportati 
come media ± SEM di almeno tre esperimenti indipendenti condotti in duplicato e sono stati 
normalizzati sul valore dei controlli settato a 1. L’aumento di Atrogin-1/MAFbx nei soggetti C26 
è statisticamente significativo (test t di Student **P < 0.01 vs controlli). 
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Nelle stesse condizioni, il livello proteico di MuRF1, Ub-ligasi prevalentemente 

coinvolta nella regolazione della sintesi proteica (Perry et al.,2016), risulta 

significativamente minore (circa il 50%) nei muscoli EDL di topi portatori di C26 

(C26) rispetto ai controlli (Figura 12 A-B). 

 

 

 

 

Figura 12. Variazione dei livelli di espressione di MuRF1 in biopsie di muscolo EDL di topi 
BalB/C cachettici portatori di carcinoma C26. (A) Western Blotting. L’analisi è stata condotta 
su lisati cellulari (20-30 μg) ottenuti da biopsie di muscolo EDL di topi BalB/C cachettici portatori 
di carcinoma C26 (C26) e topi wt (controlli), usando un anticorpo specifico anti-MuRF1. (B) 
Analisi densitometrica. I risultati sono stati quantificati mediante analisi densitometrica delle 
bande d’interesse normalizzate sul contenuto di β-actina presente in ciascun campione, 
riportati in grafico come percentuale relativa all’intensità della banda dei controlli ed espressi 
come media ± SEM di almeno tre esperimenti indipendenti. La diminuzione di MuRF1 nei 
soggetti C26 è statisticamente significativa (test t di Student *P <0.05 vs Controlli). 
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MODELLO SPERIMENTALE DI ATROFIA MUSCOLARE IN 
VITRO: CELLULE MUSCOLARI SCHELETRICHE MURINE 
C2C12 IN COLTURA 
 
 

 Livelli di espressione di Atrogin-1/MAFbx e MuRF1 in miotubi C2C12 
con fenotipo atrofico  
 

Per poter analizzare più approfonditamente i possibili meccanismi 

molecolari alla base dell’atrofia muscolare scheletrica, è stato necessario 

passare da un modello animale in vivo di cachessia neoplastica a un modello 

sperimentale in vitro che mimasse la riduzione di massa cellulare 

rappresentato da colture di cellule muscolari (mioblasti) della linea murina 

C2C12 indotte al differenziamento e poi trattate con Dexa. Questa linea 

cellulare è la più comunemente utilizzata per lo studio della biologia del 

muscolo scheletrico in vitro. Essa infatti fornisce un eccellente modello per lo 

studio del differenziamento miogenico, in quanto i mioblasti sono in grado di 

fondersi fino a formare un sincizio multinucleato (miotubi), acquisendo 

caratteristiche tipiche della fibra muscolare. Questo processo è facilmente 

inducibile, modificando la composizione del terreno di coltura dei mioblasti 

C2C12 a confluenza, sostituendo loro il siero fetale bovino (FBS 10%), 

normalmente presente nel medium, con siero di cavallo (Horse Serum, HS 2%) 

avente un contenuto inferiore di mitogeni. Le cellule, pertanto, smettono di 

proliferare, si allineano e si fondono le une alle altre per formare miotubi maturi 

in circa 5-7 giorni (Figura 13 A).  
In Figura 13 B, sono stati riportati i blots rappresentativi di tre marcatori cruciali 

del differenziamento miogenico: l’actina sarcomerica, la caveolina-3 e la forma 

attiva fosforilata della MAP chinasi p38 (P-p38 MAPK). I livelli di espressione 

di queste tre proteine aumentano infatti a 72h dall’aggiunta del 2%HS ai 

mioblasti C2C12 in coltura. È stato inoltre osservato, a 48h dalla 

somministrazione di 2%HS, un aumento a livello nucleare della miogenina, 
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fattore trascrizionale che trasloca nel nucleo dopo la fusione dei mioblasti ed è 

responsabile del differenziamento in miotubi (Figura 13 C). 

 

 

 

 

 

Figura 13. Variazione dei parametri morfologici e molecolari durante il differenziamento 
miogenico. (A) Aspetto morfologico di mioblasti C2C12 subconfluenti coltivati in DMEM con 
10% FBS (T0) e durante il differenziamento miogenico (48 e 96h dall'incubazione in terreno 
differenziante, DMEM contente 2% di serio di cavallo HS). (B) Western Blotting. Livelli di 
espressione di tre marcatori tipici del differenziamento miogenico: Actina sarcomerica, 
Caveolina-3 e fosfo-p38 MAPK in mioblasti C2C12 a 24,48 e 72h dall’inizio del 
differenziamento. (C) Immagini ottenute al microscopio confocale a fluorescenza di mioblasti 
C2C12 a tempi diversi di differenziamento, fissati e immunocolorati con anticorpi diretti contro 
la miogenina nucleare. 
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Per riprodurre in vitro la condizione di atrofia, i miotubi sono stati 

sottoposti al trattamento con desametasone (Dexa 100 µM), glucocorticoide in 

grado di indurne il passaggio ad un fenotipo atrofico, accelerando la 

degradazione proteica.  

L'atrofia intesa come perdita di massa muscolare si manifesta in una coltura 

cellulare come riduzione del volume e del numero di mionuclei; per cui, 

inizialmente, è stato verificato se in seguito al trattamento con Dexa si 

riproducessero le alterazioni morfologiche sopracitate e già precedentemente 

riportate in letteratura (Menconi M. et al., 2008; Oelkrug et al.,2015; Stevenson 

E.J. et al., 2005). Come mostrato in Figura 14 A-C, il diametro dei miotubi, 

misurato mediante osservazione al microscopio a contrasto di fase di 3-4 

quadranti con almeno 10-20 cellule per ciascuno, risulta minore del 30-45% 

dopo il trattamento con Dexa (100 µM, per 24-48h). In maniera analoga, 

considerando il numero di mionuclei, i miotubi trattati con Dexa mostrano una 

riduzione di questo parametro di circa il 45% rispetto ai miotubi di controllo.  

Basandosi su queste evidenti alterazioni morfologiche indotte in seguito alla 

somministrazione del Dexa, è stato determinato nelle culture in nostro 

possesso se venissero riprodotte le stesse variazioni nell'espressione di 

Atrogin-1/MAFbx e MuRF1 precedentemente osservate nei topi cachettici. In 

Figura 15 A-B, in accordo con quanto riportato in letteratura (Nakashima et al., 

2016), il contenuto proteico di Atrogin-1/MAFbx, analizzzato in Western 

Blotting, aumenta significativamente di circa dieci volte nei miotubi Dexa 

rispetto ai controlli. Tale risultato è stato confermato anche in Real Time PCR 

(Figura 15 C), con livelli di Atrogin-1/MAFbx decisamente maggiori nei miotubi 

atrofici.  
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Figura 14. Analisi morfologica di miotubi C2C12 indotti all’atrofia mediante trattamento con 
desametasone. (A) Immagini rappresentative al microscopio a contrasto di fase. (B) Grafico a 
barre relativo al diametro dei miotubi e al numero dei mionuclei in cellule non trattate (Ctrl) e 
cellule trattate con Dexa 100 μM (Dexa). Sono stati misurati i suddetti parametri in n=20 cellule 
presenti in 3-4 quadranti. (C) Le variazioni nel diametro dei miotubi e nel numero dei mionuclei 
sono riportate come percentuali sul controllo e sono statisticamente significative (test t di 
Student * p<0.05 vs Ctrl). 
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Figura 15. Variazione dei livelli di espressione di Atrogin-1/MAFbx in miotubi C2C12 indotti 
all'atrofia. (A) Western Blotting. L’analisi è stata condotta su lisati cellulari (20-30 μg) 
provenienti da cellule non trattate (Ctrl) e trattate con Dexa 100 μM usando un anticorpo 
specifico anti-Atrogin-1/MAFbx (B) Analisi densitometrica. I risultati sono stati quantificati 
mediante analisi densitometrica delle bande d’interesse normalizzate sul contenuto di β-actina 
presente in ciascun campione, riportati in grafico come percentuale relativa all’intensità della 
banda del controllo settata a 1 ed espressi come media ± SEM di almeno tre esperimenti 
indipendenti. L’aumento di Atrogin-1/MAFbx nei miotubi Dexa è statisticamente significativo 
(test t di Student, **p <0.01 vs Ctrl. (C) Real time PCR. L’analisi è stata condotta su cDNA 
retrotrascritto da mRNA provenienti dai campioni sopra descritti. I livelli d’espressione di 
Atrogin-1/MAFbx sono stati normalizzati sul contenuto del gene housekeeping GAPDH. I valori 
sono stati riportati come media ± SEM di almeno tre esperimenti indipendenti condotti in 
duplicato e sono stati normalizzati sul valore del controllo settato a 1. L’aumento di Atrogin-
1/MAFbx nei miotubi Dexa è statisticamente significativo (test t di Student **p < 0.01 vs Ctrl). 
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Il livello di espressione di MuRF1 analizzato in Western Blotting risulta, invece, 

significativamente ridotto del 50 % circa in presenza di Dexa, in accordo con 

quanto osservato nei topi cachettici (Figura 16 A-B).  

 

 

 

 

Figura 16. Variazione dei livelli di espressione di MuRF1 in miotubi C2C12 indotti all'atrofia. 
(A) Western Blotting.L’analisi è stata condotta su lisati cellulari (20-30 μg) provenienti da cellule 
non trattate (Ctrl) e trattate con Dexa 100 μM usando un anticorpo specifico anti-MuRF1. (B) 
Analisi densitometrica. I risultati sono stati quantificati mediante analisi densitometrica delle 
bande d’interesse normalizzate sul contenuto di β-actina presente in ciascun campione, 
riportati in grafico come percentuale relativa all’intensità della banda del controllo ed espressi 
come media ± SEM di almeno tre esperimenti indipendenti. La diminuzione di MuRF1 nei 
miotubi dexa è statisticamente significativa (test t di Student, *p < 0.05 vs Ctrl). 

 

  



91 
 

 

I dati finora riportati indicano l'esistenza di una stretta correlazione tra il modello 

animale di cachessia (topi portatori di carcinoma C26), ed il modello cellulare 

(miotubi C2C12 trattati con Dexa): in entrambi i casi, infatti, si osserva un 

aumento dei livelli di Atrogin-1/MAFbx ed una diminuzione di MuRF1 in 

accordo con quanto mostrato in letteratura (Johns. et al.,2013). 

Negli ultimi dieci anni, è stato ampiamente indagato il ruolo degli 

sfingolipidi (SLs) nella biologia del tessuto muscolare scheletrico: è stato 

attribuito, infatti, un ruolo critico all’espressione di Sfingosina chinasi-1 

(SphK1), enzima responsabile della sintesi di Sfingosina 1-fosfato (S1P) a 

partire da Sfingosina (Sph), per il differenziamento miogenico e 

presumibilmente per il mantenimento del fenotipo della cellula muscolare 

differenziata (Meacci et al.,2008). 

Al momento della stesura di questa tesi non è disponibile in letteratura nessun 

dato relativo al ruolo nel mantenimento del differenziamento miogenico di S1P 

e dell’altro importante mediatore bioattivo il Ceramide 1-fosfato (C1P) formato 

per attivazione di Ceramide chinasi (CerK), l’enzima responsabile della sintesi 

di C1P a partire da Ceramide (Cer). In primo luogo è stato quindi valutato se 

l'atrofia osservata nei topi cachettici e nelle cellule trattate con Dexa si 

accompagnasse a una variazione del metabolismo degli SLs, valutando la 

correlazione tra i livelli di espressione di SphK1 e CerK ed i loro prodotti 

bioattivi, S1P e C1P, con il contenuto cellulare di Atrogin-1/MAFbx e MuRF1.  
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ALTERAZIONI DEL METABOLISMO DEGLI SFINGOLIPIDI IN 
UN MODELLO IN VIVO DI CACHESSIA NEOPLASTICA ED IN 
UN MODELLO CELLULARE DI ATROFIA MUSCOLARE  
 

 Livelli di espressione di SphK1 nel muscolo EDL di topi cachettici 
portatori di carcinoma del colon C26 
 

 I lisati ottenuti dalle biopsie muscolari EDL dei topi portatori di C26 

(C26) sono stati analizzati mediante Western Blotting per determinare i livelli 

di espressione di SphK1 e non sono state rilevate differenze statisticamente 

significative nei soggetti cachettici rispetto ai controlli (Figura 17 A-B), 

suggerendo l’assenza di correlazione tra il fenotipo cachettico e l'espressione 

dell'enzima SphK1, l'isoforma più rappresentata nei tessuti muscolari.  

In Real Time PCR, invece, i livelli di espressione dell’mRNA di SphK1 

aumentano in modo statisticamente significativo nei topi portatori di C26 (Δct 

SphK1 C26=13,95 vs Δct Controlli=15,2) (dato non mostrato). 

 

 Livelli di espressione e ruolo dell’attività di SphK1 in miotubi C2C12 con 
fenotipo atrofico  
 
I livelli di espressione della SphK1 sono stati quantificati in miotubi C2C12 

indotti all’ atrofia mediante trattamento con desametasone (Dexa, 100 µM). 

Come emerge dall’analisi in Western blotting (Figura 18 A-B), i livelli di SphK1 

nei miotubi atrofici (Dexa) risultano per lo più analoghi a quelli dei controlli non 

trattati (Ctrl).  Similmente ai tessuti, in Real Time PCR, il contenuto di mRNA 

di SphK1 risulta circa il doppio nelle cellule atrofiche (Δct SphK1 Dexa=8,5 vs 

Δct Ctrl=9,5) (dato non mostrato). 

Pertanto, sembra non esistere nessuna particolare correlazione tra 

l’aumento di espressione di Atrogin-1/MAFbx e la SphK1 sia nel modello 

animale di cachessia che nel modello cellulare di atrofia muscolare. 
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Figura 17.  Variazione dei livelli di espressione di SphK1 in biopsie di muscolo EDL di topi 
BalB/C cachettici portatori di carcinoma C26. (A) Western Blotting. L’analisi è stata condotta 
su lisati cellulari (20-30 μg) ottenuti da biopsie di muscolo EDL di topi BalB/C cachettici portatori 
di carcinoma C26 (C26) e topi wt (controlli), usando un anticorpo specifico anti-SphK1. (B) 
Analisi densitometrica. I risultati sono stati quantificati mediante analisi densitometrica delle 
bande d’interesse normalizzate sul contenuto di β-actina presente in ciascun campione, 
riportati in grafico come percentuale relativa all’intensità della banda dei controlli ed espressi 
come media ± SEM di almeno tre esperimenti indipendenti. Le variazioni di SphK1 nei soggetti 
C26 non sono statisticamente significative (test t di Student, p>0.05 vs controlli). 
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Figura 18. Variazione dei livelli di espressione di SphK1 in miotubi C2C12 indotti all'atrofia. (A) 
Western Blotting. L’analisi è stata condotta su lisati cellulari (20-30 μg) ottenuti da cellule non 
trattate (Ctrl) e trattate con Dexa 100 μM usando un anticorpo specifico anti-SphK1. (B) Analisi 
densitometrica. I risultati sono stati quantificati mediante analisi densitometrica delle bande 
d’interesse normalizzate sul contenuto di β-actina presente in ciascun campione, riportati in 
grafico come percentuale relativa all’intensità della banda del controllo ed espressi come 
media ± SEM di almeno tre esperimenti indipendenti. Le variazioni di SphK1 nei miotubi dexa 
non sono statisticamente significative (test t di Student, p >0.05 vs Ctrl). 
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Oltre all’espressione, è stato poi valutato se l'attività di SphK1 fosse 

importante per la comparsa di un fenotipo atrofico, trattando i miotubi C2C12 

per 24h con l’inibitore specifico di SphK1: il composto II (iSK, 5 μM) (French 

K.J. et al., 2003). 

Le cellule così trattate sono state valutate per la comparsa di modificazioni 

morfologiche corrispondenti al fenotipo atrofico (diminuzione della dimensione 

del miotubo e del numero di mionuclei). I lisati ottenuti dalle cellule trattate nelle 

varie condizioni sperimentali sono stati poi analizzati in Western Blotting per il 

contenuto proteico di Atrogin-1/MAFbx. 

Come mostrato in Figura 19 A-B, l'inibizione di SphK1 (iSK) in cellule 

muscolari differenziate non indotte all’atrofia da Dexa induce una riduzione 

significativa del volume cellulare (35% circa) e del numero dei mionuclei (40% 

circa), compatibile con un effetto trofico della S1P intracellulare nel muscolo 

scheletrico.  

Quando il trattamento con iSK avviene 30 minuti prima dell'incubazione con 

Dexa (iSK+Dexa) si osserva una lieve ma significativa attenuazione dell’effetto 

di Dexa sulla dimensione del miotubo, ma non sul numero dei mionuclei, 

suggerendo un ruolo di S1P a livello dei canali ionici che regolano il volume 

cellulare. 
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Figura 19. Analisi morfologica di miotubi C2C12.  (A) Immagini rappresentative al microscopio 
a contrasto di fase di cellule non trattate (Ctrl) e trattate con composto II in condizioni basali 
(iSK) e prima del trattamento con Dexa 100 μM (iSK+Dexa). (B) Le variazioni nel diametro dei 
miotubi e nel numero dei mionuclei analizzate in n=20 cellule presenti in 3-4 quadranti al 
microscopio a contrasto di fase, sono riportate come percentuali sul controllo e sono 
statisticamente significative (test t di Student, *p<0,05 vs Ctrl; $ p<0,05 vs Dexa). 
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Analizzando successivamente i lisati ottenuti dalle cellule nelle varie condizioni 

sperimentali, è stato osservato che il trattamento dei miotubi con iSK comporta 

un significativo aumento del contenuto intracellulare di Atrogin-1/MAFbx, 

suggerendo che ogni evento che potenzialmente porta alla riduzione dei livelli 

di S1P ha un impatto nell'induzione di un fenotipo atrofico. 

Quando l’aggiunta dell'inibitore della SphK1 avviene 30 minuti prima 

dell'incubazione con Dexa (iSK+Dexa), si osserva un lieve, ma significativo, 

aumento dell'espressione di Atrogin-1/MAFbx sia a livello di proteina (Figura 
20 A-B) che di mRNA (Δct Atrogin-1/MAFbx iSK+Dexa=8,05 vs Δct Dexa=8,8) 

(dato non mostrato) rispetto al trattamento con solo Dexa, indicando che nelle 

cellule atrofiche una riduzione nella sintesi di S1P potrebbe esserre almeno in 

parte responsbile delle alterazioni indotte dal trattamento con il glucocorticoide. 

SphK1 ha normalmente una localizzazione citoplasmatica, tuttavia la 

sua fosforilazione su un residuo di Ser225, catalizzata dalla MAP-chinasi 

ERK1/2, oltre a rendere l'enzima attivo, è essenziale per la sua traslocazione 

a livello della membrana plasmatica (Kihara et al., 2014; Pitson,2003., Stahelin 

et al.,2005) dove trova uno dei suoi substrati, la Sph. Tale localizzazione è 

essenziale per molti dei ruoli di segnalazione della SphK1 e per la produzione 

di S1P in sedi cellulari che presentano proteine come il trasportatore Spns2, il 

quale ne facilita il rilascio nel mezzo extracellulare. 

In Figura 21 A-B, sono riportati i livelli di espressione della forma fosforilata di 

SphK1, fosfo-SphK1 (P-SphK1): dall'analisi densitometrica del blot risulta una 

riduzione significativa nel contenuto dell’enzima associato a membrana nei 

miotubi atrofici (Dexa) rispetto ai controlli non trattati, suggerendo un deficit 

nelle vie di segnalazione che portano alla fosforilazione/attivazione della 

proteina conseguente all’induzione di atrofia.  

Pertanto, pur non essendoci variazione nel contenuto proteico di SphK1 sia nel 

modello animale di cachessia che nel modello cellulare di atrofia, l’attività 
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dell’enzima risulta ridotta e, quindi, in condizioni normali, la sintesi di S1P via 

SphK1 è importante per il mantenimento di un fenotipo cellulare differenziato. 

 

 

 

 

 

Figura 20. Variazione dei livelli di espressione di Atrogin-1/MAFbx in miotubi C2C12 indotti 
all'atrofia. (A) Western Blotting. L’analisi è stata condotta su lisati cellulari (20-30 μg) ottenuti 
da cellule non trattate (Ctrl) e trattate con composto II in condizioni basali (iSK) e prima del 
trattamento con Dexa 100 μM (iSK+Dexa) usando un anticorpo specifico anti-Atrogin-
1/MAFbx. (B) Analisi densitometrica. I risultati sono stati quantificati mediante analisi 
densitometrica delle bande d’interesse normalizzate sul contenuto di β-tubulina presente in 
ciascun campione, riportati in grafico come percentuale relativa all’intensità della banda del 
controllo ed espressi come media ± SEM di almeno tre esperimenti indipendenti. Le variazioni 
di Atrogin-1/MAFbx nei miotubi trattati sono statisticamente significative (test t di Student, * 
p<0,05 vs Ctrl; $ p<0,05 vs Dexa). 
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Figura 21. Variazione dei livelli di espressione di fosfo-SphK1 (P-SphK1) in miotubi C2C12 
indotti all'atrofia.  (A) Western Blotting. L’analisi è stata condotta su frazioni cellulari di 
membrana (45 μg) ottenute da cellule non trattate (Ctrl) e trattate con Dexa 100 μM usando un 
anticorpo specifico anti-SphK1. (B) Analisi densitometrica. I risultati sono stati quantificati 
mediante analisi densitometrica delle bande d’interesse normalizzate sul contenuto di β-actina 
presente in ciascun campione, riportati in grafico come percentuale relativa all’intensità della 
banda del controllo settata a 100 ed espressi come media ± SEM di almeno tre esperimenti 
indipendenti. La diminuzione di P-SphK1 nei miotubi dexa è statisticamente significativa (test 
t di Student, *p < 0.05 vs Ctrl). 
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 Livelli di espressione di CerK nel muscolo EDL di topi cachettici 
portatori di carcinoma del colon C26  

   
Il passo successivo è stato quello di indagare il ruolo dell’altro enzima 

chiave nel metabolismo degli sfingolipidi, CerK. Infatti, come già accennato 

precedentemente, al momento della stesura di questa tesi sono assenti dati 

disponibili in letteratura riguardanti una potenziale correlazione tra l'asse 

CerK/C1P e i meccanismi molecolari alla base dell’atrofia muscolare 

scheletrica. 

Inizialmente è stato valutato se il livello di espressione di CerK fosse 

influenzato dal fenotipo cachettico. Dall'analisi densitometrica del Western 

Blotting riportato in Figura 22 A-B, si nota che i livelli intracellulari di CerK sono 

significativamente ridotti (approssimativamente del 70%) nelle biopsie 

muscolari ottenute dai topi cachettici portatori di C26 (C26) rispetto ai topi di 

controllo. Questo dato è stato confermato anche mediante real time PCR 

(Figura 22 C), in cui si osserva una riduzione dell'espressione dell’enzima di 

circa il 50% nei topi cachettici. 

 In conclusione, l’acquisizione di un fenotipo cachettico si accompagna 

all’aumento di Atrogin-1/MAFbx, a riduzione dell’attività di SphK1 e a riduzione 

dell'espressione di CerK. 
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Figura 22. Variazione dei livelli di espressione di CerK in biopsie di muscolo EDL di topi BalB/C 
cachettici portatori di carcinoma C26. (A) Western Blotting. L’analisi è stata condotta su lisati 
cellulari (20-30 μg) ottenuti da biopsie di muscolo EDL di topi BalB/C cachettici portatori di 
carcinoma C26 (C26) e topi wt (controlli), usando un anticorpo specifico anti-CerK. (B) Analisi 
densitometrica. I risultati sono stati quantificati mediante analisi densitometrica delle bande 
d’interesse normalizzate sul contenuto di β-actina presente in ciascun campione, riportati in 
grafico come percentuale relativa all’intensità della banda dei controlli ed espressi come media 
± SEM di almeno tre esperimenti indipendenti. La diminuzione di CerK nei soggetti C26 è 
statisticamente significativa (test t di Student, *p <0.05 vs controlli). (C) Real time PCR. L’analisi 
è stata condotta su cDNA retrotrascritto da mRNA proveniente dai campioni sopra descritti. I 
livelli d’espressione di CerK sono stati normalizzati sul contenuto del gene housekeeping 
GAPDH. I valori sono stati riportati come media ± SEM di almeno tre esperimenti indipendenti 
condotti in duplicato e sono stati normalizzati sul valore dei controlli settato a 1. La diminuzione 
di CerK nei soggetti C26 è statisticamente significativa (test t di Student, *p< 0.05 vs controlli). 
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 Livelli di espressione di CerK in miotubi C2C12 con fenotipo atrofico   
 

Per analizzare in maggior dettaglio la rilevanza della diminuzione 

dell’espressione di CerK nell’acquisizione del fenotipo atrofico, è stato 

necessario passare al modello cellulare.  

I risultati ottenuti tramite Western Blotting e mostrati in Figura 23 A-B, relativi 

all'espressione di CerK durante il differenziamento miogenico confermano la 

potenziale importanza dell'asse CerK/C1P nel mantenimento del fenotipo 

differenziato. Infatti, il contenuto intracellulare di CerK risulta per lo più costante 

nei mioblasti C2C12 e nei miotubi completamente differenziati (96 h), senza 

variazioni significative dei livelli di espressione durante la miogenesi (24-48h 

dopo l’aggiunta del terreno di differenziamento contenente 2%HS). 

Successivamente, è stato verificato il ruolo funzionale dell’enzima, 

analizzando i parametri morfologici in miotubi C2C12 trattati con due specifici 

inibitori di CerK: K1 (iCK) e NVP-231, inibitore di tipo non competitivo il primo 

e competitivo il secondo (Graf C. et al., 2008; Kumada H. et al., 2007). 

Come illustrato in Figura 24 A-B, il trattamento con iCK (5 µM per 24h) dei 

miotubi C2C12 si accompagna ad una diminuzione del volume (circa 20%) e 

del numero di mionuclei (circa 10%), mentre il trattamento con NVP-231 (100 

nM per 24h) sembra avere uno scarso effetto. In entrambi i casi, comunque, le 

differenze non risultano significative. L’effetto di iCK è stato confermato anche 

in Real Time PCR, in quanto il livello di espressione di Atrogin-1 MAF/bx risulta 

maggiore nei miotubi trattati con K1 rispetto ai controlli (Δct Atrogin-1/MAFbx 

K1=10,5 vs Δct Ctrl=11,2) (dato non mostrato). 
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Figura 23. Variazione dei livelli di espressione dell’enzima CerK durante il differenziamento 
miogenico. (A) Western Blotting.  L’analisi è stata condotta su lisati cellulari (20-30 μg) ottenuti 
da mioblasti a confluenza (t0), a 24h-48h dall’inizio del differenziamento e da miotubi C2C12 
completamente differenziati (96 h), usando un anticorpo specifico anti-CerK. (B) Analisi 
densitometrica. I risultati sono stati quantificati mediante analisi densitometrica delle bande 
d’interesse normalizzate sul contenuto di β-actina presente in ciascun campione, riportati in 
grafico come percentuale relativa all’intensità della banda dei mioblasti t0 e a 24h ed espressi 
come media ± SEM di almeno tre esperimenti indipendenti.  Le variazioni di CerK nelle 
popolazioni a confronto (mioblasti/miotubi a diverse percentuali di confluenza) non sono 
statisticamente significative (test t di Student, p>0.05). 
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Figura 24. Analisi morfologica di miotubi C2C12. (A) Immagini rappresentative al microscopio 
a contrasto di fase di cellule non trattate (Ctrl) e trattate con gli inbitori di CerK (iCK; NVP-231). 
(B) Le variazioni nel diametro dei miotubi e nel numero dei mionuclei, analizzate in n=20 cellule 
presenti in 3-4 quadranti al microscopio a contrasto di fase, sono riportate come percentuali 
sul controllo e sono statisticamente significative (test t di Student, *p<0,05 vs Ctrl). 
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Su queste premesse, è stata condotta un’analisi più approfondita dei 

livelli intracellulari di CerK mediante Western Blotting e Real Time PCR in 

miotubi C2C12 trattati con Dexa. In Figura 25 A-B, è stata osservata una 

diminuzione statisticamente significativa (circa il 70%) del contenuto di CerK 

nelle cellule indotte all'atrofia rispetto ai controlli, in accordo con quanto già 

precedentemente riportato in vivo per i tessuti cachettici C26. I dati invece della 

Real Time (Figura 25 C), non indicano differenze statisticamente significative 

nei livelli di espressione dell’enzima tra i miotubi dexa e i controlli non trattati, 

suggerendo che CerK sia regolato a livello traduzionale piuttosto che 

trascrizionale. Esperimenti per valutare il turn over della proteina sono in corso 

per chiarire i meccanismi alla base della riduzione del contenuto proteico. 
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Figura 25. Variazione dei livelli di espressione di CerK in miotubi C2C12 indotti all'atrofia. (A) 
Western Blotting. L’analisi è stata condotta su lisati cellulari (20-30 μg) provenienti da cellule 
non trattate (Ctrl) e trattate con Dexa 100 μM usando un anticorpo specifico anti-CerK. (B) 
Analisi densitometrica. I risultati sono stati quantificati mediante analisi densitometrica delle 
bande d’interesse normalizzate sul contenuto di β-actina presente in ciascun campione, 
riportati in grafico come percentuale relativa all’intensità della banda del controllo settata a 1 
ed espressi come media ± SEM di almeno tre esperimenti indipendenti. La diminuzione di CerK 
nei miotubi dexa è statisticamente significativa (test di Student ,*p< 0.05 vs Ctrl). (C) Real time 
PCR. L’analisi è stata condotta su cDNA retrotrascritto da mRNA provenienti dai campioni 
sopra descritti. I livelli d’espressione di CerK sono stati normalizzati sul contenuto del gene 
housekeeping GAPDH. I valori sono stati riportati come media ± SEM di almeno tre esperimenti 
indipendenti condotti in duplicato e sono stati normalizzati sul valore del controllo settato a 1. 
Le variazioni di CerK nei miotubi Dexa non sono statisticamente significative (test t di Student, 
P >0.05 vs Ctrl). 
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 Effetto del silenziamento di CerK nel muscolo EDL di topi cachettici 
portatori di carcinoma del colon C26  

 
Per approfondire la correlazione tra l'induzione dell’Ub-ligasi e i livelli di 

CerK è stata utilizzata la tecnologia del silenziamento genico. 

Esperimenti di elettroporazione sono stati condotti nel laboratorio della Prof.ssa 

Costelli sul muscolo tibiale di topi cachettici C26 e dei corrispettivi controlli.  

Sono stati utilizzati plasmidi codificanti per una corta sequenza disordinata 

“scrambled” di RNA a doppio filamento (SCR-shRNA) non omologa ad alcun 

gene e per questo utilizzata come controllo negativo e una mix di tre plasmidi 

codificanti per short hairpin RNA disegnati in tre regioni diverse dell’mRNA 

codificante per CerK (CerK-shRNA).   

Porzioni di muscolo tibiale anteriore sinistro trasfettate con SCR-shRNA e 

porzioni di muscolo tibiale anteriore destro trasfettate con CerK-shRNA sono 

state utilizzate per la preparazione di lisati cellulari e/o RNA. 

Inizialmente è stata valutata l’efficacia dell’elettroporazione nel silenziare 

l’mRNA codificante per Cerk e successivamente, è stato indagato se 

l’eventuale diminuzione nel contenuto intracellulare della proteina fosse 

correlata all’induzione di atrofia nei topi Balb/C. 

Dall'analisi del Western Blotting riportato in Figura 26 A-B, emerge che nelle 

fibre muscolari dei controlli in cui il gene è stato silenziato (controlli CerK-

shRNA) la diminuzione del contenuto proteico di CerK risulta statisticamente 

significativa (circa il 70% in meno) rispetto ai campioni trasfettati con lo SCR-

shRNA (controlli SCR-shRNA) a dimostrazione che lo shRNA funziona in vivo. 

Inoltre, nei tessuti cachettici in cui la trascrizione genica di CerK non è stata 

repressa (C26 SCR-shRNA) si osserva come atteso una riduzione 

statisticamente significativa dei livelli di espressione di questo enzima rispetto 

ai controlli. La diminuzione di CerK è ancora più accentuata in presenza di un 

tessuto danneggiato in cui all’effetto dello shRNA (C26 CerK-shRNA) si somma 

l’alterazione dei normali processi fisiologici conseguente all’instaurarsi di un 
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fenotipo cachettico. Questi risultati sono stati confermati mediante Real time 

PCR (Figura 26C). In questo caso, i livelli di espressione di CerK nei tessuti 

cachettici trasfettati con SCR-shRNA (C26 SCR-shRNA) sono circa la metà 

rispetto ai relativi controlli (controlli SCR-shRNA). Tale riduzione è ancora più 

marcata quando al tessuto danneggiato si aggiunge l’effetto dello shRNA (C26 

CerK-shRNA): nelle fibre tibiali C26, infatti, l’espressione dell’enzima è ridotta 

di circa il 70%. 

In Figura 27 A-B, è stato riportato, tramite  Real Time PCR, il 

significativo aumento dei livelli di espressione di Atrogin-1/MAFbx nei topi 

cachettici portatori di C26 (C26 SCR-shRNA) rispetto ai controlli (controlli SCR-

shRNA) laddove non siano state indotte alterazioni nella trascrizione genica di 

CerK; un ulteriore aumento dei livelli di espressione dell’Ub-ligasi si osserva 

nelle fibre muscolari anteriori destre dei topi cachettici C26 in cui è avvenuto il 

silenziamento dell’enzima (C26 CerK-shRNA).   

I dati qui presentati, se analizzati nel loro complesso, confermano che ad un 

aumento dei livelli di espressione di Atrogin-1/MAFbx corrisponde una 

diminuzione dei livelli intracellulari di CerK nei topi cachettici C26 e che questo 

rapporto tra i contenuti è ancora più esasperato laddove la trascrizione genica 

della proteina sia stata downregolata tramite silenziamento genico. La 

riduzione dell’espressione di CerK potrebbe risultare in una diminuzione dei 

livelli di C1P. Per avvalorare questa ipotesi, dovranno essere condotti ulteriori 

esperimenti allo scopo di valutare i livelli del prodotto di sintesi C1P tramite 

separazione cromatografica di lipidi (TLC) in una condizione sperimentale di 

atrofia muscolare. 
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Figura 26. Variazione dei livelli di espressione di CerK in biopsie di muscolo EDL di topi BalB/C 
cachettici portatori di carcinoma C26. (A) Western Blotting. L’analisi è stata condotta su lisati 
cellulari (30 μg) ottenuti da biopsie di muscolo EDL di topi BalB/C cachettici portatori di 
carcinoma C26 (C26) e topi wt (controlli), trasfettati sia con uno scrambled shRNA (SCR-
shRNA) che con una mix di tre plasmidi codificanti per shRNAs specifici per CerK (CerK-
shRNA), usando un anticorpo specifico anti-CerK. (B) Analisi densitometrica. I risultati sono 
stati quantificati mediante analisi densitometrica delle bande d’interesse normalizzate sul 
contenuto di β-actina presente in ciascun campione, riportati in grafico come percentuale 
relativa all’intensità della banda dei Controlli SCR-shRNA settata a 1 ed espressi come media 
± SEM di almeno tre esperimenti indipendenti. La diminuzione di CerK nei Controlli-ShRNA 
CerK, nei soggetti C26 SCR-shRNA e nei C26 CerK-shRNA è statisticamente significativa [test 
ANOVA ad una via (one way ANOVA) seguito daTukey-Kramer post hoc test, *p<0,05, **P< 
0.01 vs Controlli SCR-shRNA). (C) Real time PCR L’analisi è stata condotta su cDNA 
retrotrascritto da mRNA proveniente dai campioni sopra descritti. I livelli d’espressione di CerK 
sono stati normalizzati sul contenuto del gene housekeeping GAPDH. I valori sono stati riportati 
come media ± SEM di almeno tre esperimenti indipendenti condotti in duplicato e sono stati 
normalizzati sul valore dei Controlli SCR-shRNA settato a 1. La diminuzione di Cerk nei 
soggetti C26 SCR-shRNA e C26 CerK-shRNA è statisticamente significativa (test t di Student 
,*P<0.05; **P<0.01 vs controlli SCR-shRNA). 
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Figura 27. Variazione dei livelli di espressione di Atrogin-1/MAFbx in biopsie di muscolo EDL 
di topi BalB/C cachettici portatori di carcinoma C26. Real time PCR. L’analisi è stata condotta 
su cDNA retrotrascritto da mRNA ottenuto da biopsie di muscolo EDL di topi BalB/C cachettici 
portatori di carcinoma C26 (C26) e topi wt (controlli), trasfettati sia con uno scrambled shRNA 
(SCR-shRNA) che con una mix di tre plasmidi codificanti per shRNAs specifici per CerK (CerK-
shRNA). I livelli d’espressione di Atrogin-1/MAFbx sono stati normalizzati sul contenuto del 
gene housekeeping GAPDH. I valori sono stati riportati come media ± SEM di almeno tre 
esperimenti indipendenti condotti in duplicato e sono stati normalizzati sul valore dei Controlli 
SCR-shRNA settato a 1. L’aumento di Atrogin-1/MAFbx nei soggetti C26 SCR-shRNA e C26 
CerK-ShRNA è statisticamente significativo (test t di Student, **P<0.01; ***P<0.001 vs controlli 
SCR-shRNA; $P<0.05 vs C26 SCR-shRNA). 
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 Effetto del silenziamento di CerK in miotubi C2C12 con fenotipo 
atrofico 
 

             I dati fin’ora riportati fanno presuppore che le colture di cellule 

muscolari della linea murina C2C12 siano un buon modello sperimentale per 

riprodurre le condizioni di atrofia.   Pertanto, parallelamente ai risultati ottenuti 

in vivo sul modello animale di cachessia mediante silenziamento del gene 

codificante per CerK, sono state riprodotte tali condizioni trasfettando i 

mioblasti C2C12 in coltura (SCR-shRNA e CerK-shRNA). 

Mediante analisi con Western Blotting è stato osservato che la diminuzione del 

contenuto proteico di CerK è di circa il 30% nelle cellule trasfettate (CerK-

shRNA) (Figura 28 A-B) con una riduzione più netta (circa l’80% in meno) 

osservata in real time PCR (Figura 28 C). 

 Infine, per valutare se la variazione del contenuto intracellulare di CerK indotta 

da silenziamento possa riprodurre gli effetti conseguenti all’induzione del 

fenotipo atrofico, sono stati valutati in real time PCR i livelli di espressione di 

Atrogin-1/MAFbx. Nell’istogramma riportato in Figura 29, l’aumento 

dell’ubiquitina ligasi nei campioni in cui il gene codificante per CerK è stato 

silenziato (CerK-shRNA) è statisticamente significativo rispetto ai controlli 

negativi (SCR-shRNA) in accordo con quanto osservato nei topi cachettici. 
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Figura 28. Variazione dei livelli di espressione di CerK in mioblasti C2C12. (A) Western 
Blotting. L’analisi è stata condotta su lisati cellulari (20-30 μg) ottenuti da mioblasti C2C12 
trasfettati con uno scrambled shRNA (SCR-shRNA) e con una mix di tre plasmidi codificanti 
per shRNA specifici per CerK (Cerk-shRNA) usando un anticorpo specifico anti-CerK. (B) 
Analisi densitometrica. I risultati sono stati quantificati mediante analisi densitometrica delle 
bande d’interesse normalizzate sul contenuto di β-actina presente in ciascun campione, 
riportati in grafico come percentuale relativa all’intensità della banda del controllo SCR-shRNA 
settata a 1 ed espressi come media ± SEM di almeno tre esperimenti indipendenti. La 
diminuzione di Cerk nei mioblasti CerK-shRNA è statisticamente significativa (test t di Student, 
*P<0.05 vs SCR-shRNA). (C) Real time PCR L’analisi è stata condotta su cDNA retrotrascritto 
da mRNA proveniente dai campioni sopra descritti. I livelli d’espressione di CerK sono stati 
normalizzati sul contenuto del gene housekeeping GAPDH. I valori sono stati riportati come 
media ± SEM di almeno tre esperimenti indipendenti condotti in duplicato e sono stati 
normalizzati sul valore del controllo SCR-shRNA settato a 1. La diminuzione di Cerk nei 
mioblasti Cerk-shRNA è statisticamente significativa (test t di Student, **P < 0.01 vs SCR-
shRNA). 
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Figura 29. Variazione dei livelli di espressione di Atrogin-1/MAFbx in mioblasti C2C12. Real 
time PCR. L’analisi è stata condotta su cDNA retrotrascritto da mRNA ottenuto da mioblasti 
C2C12 trasfettati con uno scrambled shRNA (SCR-shRNA) e con una mix di tre plasmidi 
codificanti per shRNA specifici per CerK (Cerk-shRNA). I livelli d’espressione di Atrogin-
1/MAFbx sono stati normalizzati sul contenuto del gene housekeeping GAPDH. I valori sono 
stati riportati come media ± SEM di almeno tre esperimenti indipendenti condotti in duplicato e 
sono stati normalizzati sul valore del controllo SCR-shRNA settato a 1. L’aumento di Atrogin-
1/MAFbx nei mioblasti Cerk-shRNA è statisticamente significativo (test di Student, *P < 0.05 
vs SCR-shRNA). 
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 Livelli di espressione del trasportatore Spns2 specifico per S1P nel 
muscolo EDL di topi cachettici portatori di carcinoma del colon C26 e in miotubi 
C2C12 con fenotipo atrofico  
 

 Come riportato nella parte introduttiva di questa tesi sperimentale, S1P 

ha una duplice funzione: può agire come secondo messaggero, modulando 

l’attività di specifici bersagli intracellulari (Spiegel et al., 1996), oppure può 

funzionare come ligando di specifici recettori localizzati sulla membrana 

plasmatica della stessa cellula che lo ha prodotto o su cellule vicine, con 

modalità autocrina o paracrina, rispettivamente (Lee et al.,1998). 

L’azione di S1P come agonista di recettori specifici richiede che tale molecola 

venga rilasciata nell’ambiente extracellulare. È stato ormai ampiamente 

dimostrato che diversi tipi cellulari siano in grado di rilasciare S1P nel mezzo 

di coltura, come ad esempio piastrine attivate e eritrociti, ma anche astrociti 

cerebellari e cellule di glioma (Bassi et al.,2006; Kim et al.,2009; Nishi et al., 

2014; O’Sullivan et al., 2013; Riccitelli et al.,2013). Inoltre sono stati 

recentemente pubblicati dal nostro gruppo di ricerca, coordinato dalla Prof.ssa 

Meacci, dati sperimentali che mostrano la capacità di secrezione di S1P anche 

da parte delle cellule mesenchimali stromali derivate da midollo osseo (BM-

MSCs) (Sassoli et al.,2014). 

Pertanto il passo successivo è stato quello di valutare la capacità di 

mioblasti e miotubi di rilasciare lo sfingolipide nel mezzo di coltura e se 

quest’azione fosse soggetta a variazioni durante il differenziamento miogenico 

ed in caso di danno indotto da Dexa.  

Dopo aver marcato le cellule con 3[H]Sfingosina (3[H]Sph), è stato osservato 

un aumento statisticamente significativo del contenuto di S1P nel terreno di 

coltura di miotubi differenziati (MT) rispetto a quello di mioblasti (MB) a 

confluenza (Figura 30A). 



115 
 

Sebbene il meccanismo di rilascio di S1P dalle cellule non sia stato ancora ben 

chiarito, alcune evidenze sperimentali mostrano il coinvolgimento in questo 

processo di trasportatori appartenenti alla famiglia ABC (Kim et al., 2009). È 

stata recentemente individuata una proteina transmembrana multipasso 

responsabile del trasporto di S1P nell’ambiente extracellulare, il trasportatore 

di membrana Spns2 (spinster homolog 2), i cui livelli di espressione, analizzati 

in Real Time PCR, risutano analoghi nei miotubi rispetto ai mioblasti (Figura 
30B). 

I dati analizzati in Real Time e riportati in Figura 31B, mostrano invece una 

diminuzione statisticamente significativa dei livelli di espressione del 

trasportatore nelle cellule trattate con Dexa rispetto ai controlli non trattati.  

Al contrario, è stato osservato un leggero aumento, anche se non significativo, 

nell’espressione dell’mRNA di Spns2 nei tessuti cachettici rispetto ai controlli 

(Figura 31A). 

Dati preliminari ottenuti analizzando in Western Blotting i lisati cellulari 

provenienti dai medesimi esperimenti, mostrano un incremento del contenuto 

proteico del trasportatore nei miotubi atrofici rispetto alle cellule non trattate 

(dato non riportato). 

Il fatto che Spns2 sia overespresso a livello di proteina ma i livelli di mRNA 

siano diminuiti, suggerisce che nei miotubi atrofici sia alterato il turnover del 

trasportatore. Saranno necessari ulteriori esperimenti per identificare 

qualisiano i meccanismi di regolazione coinvolti nel controllo dei livelli 

intracellulari di Spns2 nei tessuti cachettici. 
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Figura 30. Trasporto e rilascio di S1P nel differenziamento miogenico. (A) Contenuto 
di 3[H]Sfingosina1-fosfato (3[H]S1P) in mioblasti C2C12 a confluenza  (MB) e in miotubi (MT) 
e nei rispettivi terreni di coltura. I MB sono stati mantenuti in coltura in DMEM addizionato con 
il 10% di FBS, mentre i MT sono stati coltivati in DMEM addizionato al 2% di HS (terreno di 
differenziamento) ed entrambe le colture cellulari sono state sottoposte a pulse 
di 3[H]Sfingosina per 2h. I lipidi marcati (S1P, Sph, Cer) sono stati estratti dalle cellule ed è 
stato raccolto il terreno condizionato ed entrambi sono stati analizzati mediante cromatografia 
su strato sottile (TLC).  I valori sono stati riportati come media ± SEM di almeno tre esperimenti 
indipendenti. L’aumento del contenuto di 3[H]S1P nel mezzo di coltura di entrambi i tipi cellulari 
è statisticamente significativo (test t di Student, *p<0.05 vs cellule).  (B) Variazione dei livelli di 
espressione di Spns2 (Spinster homolog 2) in mioblasti C2C12 (MB) e miotubi (MT). Real time 
PCR. L’analisi è stata condotta su cDNA retrotrascritto da mRNA ottenuto dai campioni sopra 
descritti. I livelli d’espressione di Spns2 sono stati normalizzati sul contenuto del gene 
housekeeping GAPDH. I valori sono stati riportati come media ± SEM di almeno tre esperimenti 
indipendenti condotti in duplicato e sono stati normalizzati sul valore dei MB settato a 1. Le 
variazioni di Spns2 nei miotubi non sono statisticamente significative (test t di Student, 
P>0.05vs MB). 
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Figura 31. Variazione dei livelli di espressione di Spns2 nei due modelli di atrofia. (A) Real 
time PCR. L’analisi è stata condotta su cDNA retrotrascritto da mRNA ottenuto da biopsie di 
muscolo EDL di topi BalB/C cachettici portatori di carcinoma C26 (C26) e topi wt (controlli). I 
livelli d’espressione del gene target sono stati normalizzati sul contenuto del gene 
housekeeping GAPDH presente in ciascun campione. I valori sono la media ± SEM di almeno 
tre esperimenti indipendenti condotti in duplicato, normalizzati sul valore dei controlli settato a 
1. Le variazioni dei livelli di espressione di Spns2 nei tessuti cachettici (C26)  non sono 
statisticamente significative (test di Student, P>0.05 vs Controlli). (B) Real Time PCR. L’analisi 
è stata condotta su cDNA retrotrascritto da mRNA proveniente da miotubi C2C12 non trattati 
(Ctrl) e trattati con Dexa 100 μM. I livelli d’espressione del gene target sono stati normalizzati 
sul contenuto del gene housekeeping GAPDH presente in ciascun campione. I valori sono la 
media ± SEM di almeno tre esperimenti indipendenti condotti in duplicato, normalizzati sul 
valore del controllo settato a 1. La diminuzione di Spns2 nei miotubi Dexa è statisticamente 
significativa (test t di Student, *P<0.05 vs Ctrl).  
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RUOLO FUNZIONALE DEI RECETTORI SPECIFICI PER S1P IN 
UN MODELLO CELLULARE DI ATROFIA MUSCOLARE 
 

   La S1P e la stimolazione dei suoi recettori specifici (S1PR) svolgono 
un ruolo nell’atrofia muscolare 
 

 Per valutare il ruolo funzionale delle vie di segnalazione a valle dei 

sottotipi recettoriali specifici di S1P, sono stati selettivamente attivati/inibiti i 

sottotipi recettoriali noti essere espressi nelle cellule muscolari: S1P1, S1P2, 

S1P3 (Meacci et al., 2003) 

Le cellule C2C12 differenziate sono state trattate con agonisti/antagonisti 

selettivi per S1P1, S1P2 ed S1P3 allo scopo di valutare quale sottotipo 

recettoriale fosse coinvolto nel mantenimento del fenotipo differenziato e quale 

spingesse, invece, la cellula ad acquisire un fenotipo atrofico. 

Attualmente sono disponibili agonisti ed antagonisti specifici per ciascun 

sottotipo recettoriale: 

• S1P1: per questo recettore sono stati utilizzati il composto SEW2871, 

agonista altamente selettivo che attiva il recettore e ne induce la successiva 

internalizzazione ed il riciclo (Blaho et al.,2014; Huwiler et al., 2008; Sammani 

et al., 2011; Xiao et al.,2016) ed composto W146 che agisce, invece, come 

antagonista specifico.    

• S1P2: il composto sintetico JTE-013, è stato usato come antagonista 

competitivo del recettore S1P2, in quanto privo di effetti sugli altri recettori 

(Fayyaz et al.,2014; Liu et al., 2012; Osada et al.,2002). 

 Al momento non sono stati sintetizzati agonisti altamente selettivi per questo 

recettore, per cui per stimolarne l’azione, oltre all’S1P, il composto più utilizzato 

è il farmaco immunomodulatore FTY720 (Fingolimod) il quale ha affinità per 

tutti e quattro i sottotipi recettoriali (S1P1,3,4,5) tranne S1P2 (Sobel et al., 

2015). Questo composto, quindi, non ha un’azione diretta su S1P2 ma è in 
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grado di potenziare l’azione degli altri recettori (soprattutto di S1P1), 

determinandone l’internalizzazione e quindi lo spegnimento dei segnali da essi 

mediati. 

• S1P3: per questo sottotipo recettoriale sono stati utilizzati l’agonista 

selettivo CYM5541 e il composto VPC23019, che agisce come antagonista sia 

di S1P1 che di S1P3, ma con un’azione che risulta circa dieci volte maggiore 

su S1P1, essendo in grado di revertire alcuni effetti mediati dal trattamento con 

SEW2871 (Huwiler et al., 2008). 

Per valutare il ruolo funzionale dei singoli sottotipi recettoriali nella comparsa 

del fenotipo atrofico, inizialmente sono state studiate le alterazioni 

morfologiche in miotubi C2C12 trattati con i seguenti composti: 

- SEW2871 (con il quale si può attribuire una funzione al recettore S1P1); 

- JTE-013+S1P (con il quale si può attribuire una funzione al recettore S1P2); 

- VPC23019+S1P (con il quale si può attribuire una funzione ai recettori S1P1 

e S1P3). 

 Come riportato in Figura 32 A-B, il volume cellulare si riduce 

significativamente di circa il 20-30% dopo l'incubazione per 24h con S1P 

esogena (2 μM) o con JTE-013 (1μM)+S1P, mentre non si osserva alcuna 

variazione in presenza di SEW2871 (1 μM) o VPC23019 (1 μM )+S1P. Per quel 

che riguarda il numero di mionuclei, si ha una riduzione significativa di circa il 

25% e il 35% in presenza di S1P e JTE-013+S1P, rispettivamente. Anche in 

questo caso SEW2871 e VPC23019+S1P non inducono variazioni rispetto al 

controllo.  

Nel caso invece di cellule già indotte all'atrofia con Dexa, si osserva che 

l'incubazione con S1P, JTE-013+S1P (S1P+Dexa, JTE-013+S1P+ Dexa), 

contrasta leggermente la riduzione del volume cellulare, ma non del numero di 

mionuclei, quindi difficilmente possono essere tratte conclusioni sul ruolo che 

questi due recettori potrebbero avere nel revertire gli effetti indotti dal 
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glucocorticoide. Al contrario, il trattamento con VPC23019+S1P 

(VPC23019+S1P + Dexa) blocca l’effetto di diminuzione nel numero dei 

mionuclei indotta da Dexa, suggerendo un ipotetico ruolo della via di 

segnalazione a valle di S1P3 nel contrastare l'atrofia.  
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Figura 32. Analisi morfologica di miotubi C2C12. (A) Immagini rappresentative al microscopio 
a contrasto di fase di cellule non trattate (Ctrl) e trattate con agonisti/antagonisti dei tre sottotipi 
recettoriali S1P1, S1P2 ed S1P3 sia in condizioni basali (S1P, SEW2871, JTE-013+S1P e 
VPC23019+S1P) che a un’ora prima del trattamento con Dexa 100 μM (S1P+Dexa, 
SEW2871+Dexa, JTE-013+S1P+Dexa; VPC23019+S1P+Dexa). (B) Le variazioni nel 
diametro dei miotubi e nel numero dei mionuclei, analizzate in n=20 cellule presenti in 3-4 
quadranti al microscopio a contrasto di fase, sono riportate come percentuali sul controllo e 
sono statisticamente significative (test t di Student, * P<0.05 vs Ctrl).  
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Successivamente, è stata condotta un’analisi più approfondita per 

comprendere il ruolo potenziale che i tre sottotipi recettoriali rivestono 

nell’induzione di Atrogin-1/MAFbx, analizzando in Real Time PCR i livelli di 

espressione dell’mRNA dell’Ub-ligasi in miotubi trattati con gli 

agonisti/antagonisti specifici per ciascun recettore sia in condizioni basali che 

un’ora prima del trattamento con Dexa. 

• Ruolo funzionale di S1P1: in Figura 33, i miotubi sono stati trattati sia 

con un agonista selettivo del recettore S1P1 (SEW2871, 1μM) che con il suo 

corrispettivo antagonista (W146, 2μM). L’azione indotta dai due composti sui 

livelli di espressione di Atrogin-1/MAFbx è opposta: nelle cellule trattate solo 

con SEW2871, infatti, si osserva un aumento stasticamente significativo del 

marcatore di atrofia rispetto ai controlli, mentre con W146 i livelli di Atrogin-

1/MAFbx si riducono di circa la metà rispetto alle cellule non trattate. In 

condizioni di atrofia indotta da Dexa, il trattamento con SEW2871 

(SEW2871+Dexa) non induce alcuna variazione nell’ espressione di Atrogin-

1/MAFbx rispetto alle cellule trattate con solo il glucorticoide (Dexa), mentre 

con W146 (W146 + Dexa) si ha una riduzione statisticamente significativa del 

contenuto intracellulare dell’Ub-ligasi. Alla luce di quanto appena detto, 

sembrerebbe che inibendo le vie di segnalazione a valle di S1P1 si possa 

contrastare l’aumento della proteolisi mediata da Atrogin-1/MAFbx. 

• Ruolo funzionale di S1P2: i miotubi sono stati trattati con l’antagonista 

competitivo di S1P2, JTE-013 (1μM) sia in condizioni basali che un’ora prima 

del trattamento con il Dexa. I risultati riportati in Figura 34, mostrano un 

aumento significativo dei livelli di espressione di Atrogin-1/MAFbx nelle cellule 

trattate con JTE-013 rispetto ai controlli. Nelle cellule indotte all’atrofia, invece, 

JTE-013 non reverte né potenzia l’effetto indotto dal Dexa: non sono state 

riscontrate, infatti, differenze statisticamente significative tra i miotubi trattati 

(JTE-013+Dexa) e il trattamento Dexa da solo. Questo ci conferma quanto 
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osservato precedentemente nella valutazione della riduzione del diametro e 

del numero di mionuclei in miotubi trattati con l’antagonista.  

 

 

 

 

 

Figura 33. Variazione dei livelli di espressione di Atrogin-1/MAFbx in miotubi C2C12. Real time 
PCR. L’analisi è stata condotta su cDNA retrotrascritto da mRNA ottenuto da cellule non 
trattate (Ctrl) e trattate con l’agonista (Sew2871,1μM) e l’antagonista (W146,2μM) selettivi per 
il sottotipo recettoriale S1P1 sia in condizioni basali (Sew2871, W146) che a un’ora prima del 
trattamento con Dexa 100μM (Sew2871+Dexa; W146+Dexa). I livelli d’espressione del gene 
target sono stati normalizzati sul contenuto del gene housekeeping GAPDH presente in 
ciascun campione. I valori sono la media ± SEM di almeno tre esperimenti indipendenti condotti 
in duplicato, normalizzati sul valore del controllo settato a 1. Le variazioni di Atrogin-1/MAFbx 
sono statisticamente significative [test Anova ad una via (one way Anova) seguito daTukey-
Kramer post hoc test, *P<0.05, **P<0.01  vs Ctrl; §P< 0.05 vs Sew2871; $P< 0.05; $$P< 0.01 
vs Dexa]. 
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Figura 34. Variazione dei livelli di espressione di Atrogin-1/MAFbx in miotubi C2C12. Real time 
PCR. L’analisi è stata condotta su cDNA retrotrascritto da mRNA ottenuto da cellule non 
trattate (Ctrl) e trattate con l’antagonista (Jte-013 1μM) selettivo per il sottotipo recettoriale 
S1P2 sia in condizioni basali (Jte-013)   che a un’ora prima del trattamento con Dexa 100μM 
(Jte-013+Dexa). I livelli d’espressione del gene target sono stati normalizzati sul contenuto del 
gene housekeeping GAPDH presente in ciascun campione. I valori sono la media ± SEM di 
almeno tre esperimenti indipendenti condotti in duplicato, normalizzati sul valore del controllo 
settato a 1. Le variazioni di Atrogin-1 MAFbx sono statisticamente significative [test Anova ad 
una via (one way Anova) seguito da Tukey-Kramer post hoc test , *P< 0.05 vs Ctrl].  
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• Ruolo funzionale di S1P3: in Figura 35, i miotubi sono stati trattati sia 

con un agonista selettivo del recettore S1P3 (CYM5541, 2μM) che con 

l’antagonista (VPC23019, 1μM), specifico per S1P3/S1P1. I risultati riportati in 

grafico mostrano che sia l’attivazione di S1P3 con CYM5541 che l’inibizione 

parziale del recettore con VPC23019, di per se’ non comportano variazioni 

significative nell’espressione di Atrogin-1/MAFbx: i miotubi trattati con questi 

composti, infatti, presentano un contenuto del marcatore atrofico pari al 

controllo non trattato. In presenza di atrofia indotta da Dexa, l’attivazione del 

recettore non potenzia né reverte l’effetto del Dexa sui livelli di espressione 

dell’ubiquitina ligasi. Al contrario, la diminuzione significativa dei livelli di 

Atrogin-1/MAFbx nei miotubi a cui è stato aggiunto l’antagonista VPC23019 

un’ora prima del trattamento con il glucocorticoide (VPC23019 + Dexa), 

suggerisce che l’inibizione di S1P3 possa revertire l’effetto del Dexa 

contrastando l’instaurarsi di un fenotipo atrofico.  

Saranno necessari ulteriori esperimenti per approfondire il ruolo che l’inibizione 

di questo recettore possa svolgere nel contrastare il fenotipo atrofico, per 

esempio trasfettando le cellule con un siRNA capace di spegnere solo la 

trascrizione del gene codificante per S1P3, oppure utilizzando un nuovo 

potente antagonista selettivo per questo sottotipo recettoriale, SPM-354, i cui 

potenziali effetti sulla rigenerazione muscolare in vivo sono stati da poco 

riportati in letteratura (Sanna et al., 2016).  

Questi dati preliminari, se analizzati nel complesso, mostrano che un’inibizione 

delle vie di segnalazione a valle di S1P1 e un’eventuale stimolazione dei 

meccanismi molecolari mediati da S1P2 contribuirebbero al ripristinare il 

fenotipo muscolare differenziato contrastando l’effetto indotto dal Dexa nei 

miotubi atrofici.  
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Figura 35. Variazione dei livelli di espressione di Atrogin-1/MAFbx in miotubi C2C12. Real time 
PCR. L’analisi è stata condotta su cDNA retrotrascritto da mRNA ottenuto da cellule non 
trattate (Ctrl) e trattate con l’agonista (Cym5541 2μM) e l’antagonista (Vpc 23019 2μM) selettivi 
per il sottotipo recettoriale S1P3 sia in condizioni basali (Cym554; Vpc23019) che a un’ora 
prima del trattamento con Dexa (100μM) (Cym5541+Dexa; Vpc 23019+Dexa). I livelli 
d’espressione del gene target sono stati normalizzati sul contenuto del gene housekeeping 
GAPDH presente in ciascun campione. I valori sono la media ± SEM di almeno tre esperimenti 
indipendenti condotti in duplicato, normalizzati sul valore del controllo settato a 1. Le variazioni 
di Atrogin-1/MAFbx sono statisticamente significative [test Anova ad una via (one way Anova) 
seguito da Tukey-Kramer post hoc test, *P<0.05 vs Ctrl; $P<0.05 vs Dexa; §P<0.05 vs 
Cym5541]. 
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Per confermare ulteriormente questa ipotesi, i miotubi C2C12, un’ora prima 

dell’aggiunta del Dexa al mezzo di coltura, sono stati trattati con una miscela 

di antagonisti W146 (2μM) + VPC23019 (1μM) e successivamente con S1P 

esogena (2μM) (W146+S1P+VPC+Dexa) per stimolare S1P2. I risultati ottenuti 

in Western Blotting (Figura 36 A-B), mostrano una riduzione significativa del 

contenuto proteico di Atrogin-1/MAFbx nei miotubi trattati con la miscela di 

composti rispetto alle cellule indotte all’atrofia dall’aggiunta del solo Dexa. 

Questo dato è stato confermato anche in real time PCR (Figura 36 C): i livelli 

di espressione dell’Ub ligasi risultano significativamente diminuiti nelle cellule 

trattate con la combinazione di antagonisti rispetto al trattamento con soltanto 

Dexa. Pertanto, le vie di segnalazione a valle di S1P1 ed S1P2, in maniera 

opposta, sono in grado di contrastare l’effetto indotto dal glucocorticoide, 

riducendo i livelli di espressione di Atrogin-1/MAFbx. 

Successivamente, è stata utilizzata una miscela di composti presumibilmente 

con azione opposta rispetto alla terna di agonisti/antagonisti impiegata in 

Figura 36. I miotubi sono stati trattati con gli agonisti selettivi per S1P1 ed 

S1P3, SEW2871 e CYM5541, rispettivamente, e con l’antagonista competitivo 

JTE-013, specifico per S1P2, senza aggiungere il Dexa al mezzo di coltura 

(SEW+JTE+CYM). Nel Western Blotting riportato in Figura 37 A-B, i livelli di 

espressione di Atrogin-1/MAFbx aumentano significativamente nei miotubi 

trattati rispetto alle cellule non trattate. Il dato è stato confermato anche in real 

time PCR (Figura 37 C): i livelli di espressione dell’ubiquitina ligasi appaiono 

marcatamente più alti nei campioni con la mix di composti rispetto al controllo.  
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Figura 36. Variazione dei livelli di espressione di Atrogin-1/MAFbx in miotubi C2C12. (A) 
Western Blotting. L’analisi è stata condotta su lisati cellulari (20-30 μg) ottenuti da cellule non 
trattate (Ctrl) e trattate con S1P esogena (2μM) più una miscela di antagonisti (W146-2μM; 
VPC23019-2μM) selettivi per i due sottotipi recettoriali S1P1-S1P3 a un’ora prima del 
trattamento con Dexa 100μM (W146+VPC23019+S1P+Dexa) usando un anticorpo specifico 
anti-Atrogin-1/MAFbx. (B) Analisi densitometrica. I risultati sono stati quantificati mediante 
analisi densitometrica delle bande d’interesse normalizzate sul contenuto di β-actina presente 
in ciascun campione, riportati in grafico come percentuale relativa all’intensità della banda del 
controllo settata a 1 ed espressi come media ± SEM di almeno tre esperimenti indipendenti.   
L’aumento di Atrogin-1/MAFbx nei miotubi dexa e la sua diminuzione nella miscela di 
antagonisti + S1P (W146+VPC23019+S1P+Dexa) sono statisticamente significativi (test t di 
Student, **P<0.01vs Ctrl; $$P<0.01 vs Dexa). (C) Real time PCR L’analisi è stata condotta su 
cDNA retrotrascritto da mRNA proveniente dai campioni sopra descritti. I livelli d’espressione 
di Atrogin-1/MAFbx sono stati normalizzati sul contenuto del gene housekeeping GAPDH. I 
valori sono stati riportati come media ± SEM di almeno tre esperimenti indipendenti condotti in 
duplicato e sono stati normalizzati sul valore del controllo settato a 1. Le variazioni dei livelli di 
espressione di Atrogin-1/MAFbx sono statisticamente significative (test t di Student, *P< 0.05, 
**P< 0.01vs Ctrl; $$P< 0.01 vs Dexa). 
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Figura 37. Variazione dei livelli di espressione di Atrogin-1/MAFbx in miotubi C2C12. (A) 
Western Blotting. L’analisi è stata condotta su lisati cellulari (20-30 μg) ottenuti da cellule non 
trattate (Ctrl) e trattate con Dexa 100μM e con una miscela di agonisti/antagonisti (SEW2871 
1μM; JTE-013 1μM; CYM5541 2μM) selettivi per i tre sottotipi recettoriali S1P1-S1P2-S1P3 
usando un anticorpo specifico anti-Atrogin-1/MAFbx. (B) Analisi densitometrica. I risultati sono 
stati quantificati mediante analisi densitometrica delle bande d’interesse normalizzate sul 
contenuto di β-actina presente in ciascun campione, riportati in grafico come percentuale 
relativa all’intensità della banda del controllo settata a 1 ed espressi come media ± SEM di 
almeno tre esperimenti indipendenti. L’aumento di Atrogin-1/MAFbx nei miotubi dexa e nella 
terna di agonisti/antagonisti (SEW2871 +JTE-013-+CYM5541) è statisticamente significativo 
(test t di Student, *P< 0.05 vs Ctrl). (C) Real time PCR L’analisi è stata condotta su cDNA 
retrotrascritto da mRNA proveniente dai campioni sopra descritti. I livelli d’espressione di 
Atrogin-1/MAFbx sono stati normalizzati sul contenuto del gene housekeeping GAPDH. I valori 
sono stati riportati come media ± SEM di almeno tre esperimenti indipendenti condotti in 
duplicato e sono stati normalizzati sul valore del controllo settato a 1. Le variazioni di Atrogin-
1/MAFbx sono statisticamente significative (test t di Student ,*P<0.05, ***P< 0.001vs Ctrl; $$P< 
0.01 vs Dexa). 
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In sintesi, un’attivazione delle vie di segnalazione a valle di S1P1 e 

un’inibizione dei meccanismi molecolari indotti da S1P2 regolerebbero 

positivamente la trascrizione genica di Atrogin-1/MAFbx e mimerebbero gli 

effetti causati dall’aggiunta del Dexa al mezzo di coltura. Al contrario, quando 

le cellule vengono trattate con soltanto l’agonista selettivo per S1P3 non si 

osservano variazioni significative dell’espressione di Atrogin-1/MAFbx.   

Questo suggerisce che l’attivazione delle vie di segnalazione a valle di questo 

sottotipo recettoriale non abbiano un ruolo determinante nell’induzione del 

fenotipo atrofico.  

In presenza di atrofia muscolare indotta dal trattamento con Dexa abbiamo 

dimostrato che un aumento dei livelli di espressione di Atrogin-1/MAFbx si 

accompagna una diminuzione dei livelli intracellulari di CerK.  Pertanto, si è 

valutato se il mix di ligandi dei recettori S1PR in grado di mimare l’effetto di 

Dexa (SEW+ JTE +CYM) potesse avere un effetto sull’espressione di CerK. 

Come riportato nel Western Blotting in Figura 38 A-B, i livelli d’espressione di 

CerK nelle cellule trattate sono significativamente ridotti di circa il 50% rispetto 

al controllo, confermando che una diminuzione del contenuto intracellulare 

dell’enzima si accompagna ad un fenotipo atrofico. Dovranno essere 

comunque condotti ulteriori esperimenti per approfondire il potenziale ruolo 

delle vie di segnalazione a valle di S1P1 e S1P2 nell’induzione del fenotipo 

atrofico, valutando l’espressione di altri marcatori molecolari come per esempio 

Akt e mTOR.   

I dati fin qui riportati relativi ai livelli di espressione dell’mRNA di Atrogin-

1/MAFbx in miotubi trattati con gli agonisti/antagonisti specifici dei tre sottotipi 

recettoriali di S1P sono stati riassunti nella Tabella 2. 
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Figura 38. Variazione dei livelli di espressione di CerK in miotubi C2C12. (A) Western Blotting. 
L’analisi è stata condotta su lisati cellulari (20-30 μg) ottenuti da cellule non trattate (Ctrl) e 
trattate con una miscela di agonisti/antagonisti (SEW 2871 1μM; JTE-013 1μM; CYM 5541 
2μM) selettivi per i tre sottotipi recettoriali S1P1-S1P2-S1P3 usando un anticorpo specifico 
anti-CerK. (B) Analisi densitometrica. I risultati sono stati quantificati mediante analisi 
densitometrica delle bande d’interesse normalizzate sul contenuto di β-actina presente in 
ciascun campione, riportati in grafico come percentuale relativa all’intensità della banda del 
controllo settata a 1 ed espressi come media ± SEM di almeno tre esperimenti indipendenti. 
La diminuzione di CerK nei miotubi trattati è statisticamente significativa (test t di Student, 
*P<0.05 vs Ctrl). 
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Tabella 2. Tabella riassuntiva delle variazioni dei livelli di espressione dell’mRNA di Atrogin-
1/MAFbx osservate in seguito al trattamento con agonisti/antagonisti specifici dei tre sottotipi 
recettoriali di S1P (S1P1-S1P2-S1P3) in miotubi C2C12 indotti all’atrofia dal trattamento con 
Dexa. 
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ESPRESSIONE DEI RECETTORI SPECIFICI PER S1P IN UN 
MODELLO IN VIVO DI CACHESSIA NEOPLASTICA ED IN UN 
MODELLO CELLULARE DI ATROFIA MUSCOLARE  

 

 
 Livelli di espressione dei tre sottotipi recettoriali specifici per S1P in 
miotubi C2C12 con fenotipo atrofico e nel muscolo EDL di topi cachettici 
portatori di carcinoma del colon C26 
 

Considerando che attivazione ed inibizione delle vie a valle dei sottotipi 

recettoriali svolgono un ruolo importante nella regolazione dell’espressione di 

Atrogin-1/MAFbx, si è successivamente determinato se la condizione di atrofia 

indotta nei miotubi si accompagnasse ad alterazione dei livelli di espressione 

dei vari sottotipi recettoriali e se ciò si verificasse anche nel fenotipo cachettico.   

Dati pubblicati alcuni anni fa mostrano che durante la miogenesi il rapporto di 

espressione tra i tre diversi sottotipi recettoriali cambia: S1P2 infatti diminuisce 

durante il differenziamento, mentre S1P3 è il recettore più espresso nei miotubi 

(Meacci et al., 2003). Questi risultati sono stati confermati mediante Real Time 

PCR. Dal grafico mostrato in Figura 39 si evince, infatti, che i livelli di 

espressione di S1P1 e S1P2 diminuiscono in maniera altamente significativa 

nelle cellule muscolari differenziate (MT) rispetto a quelle in attiva 

proliferazione (MB). S1P3 risulta, invece, essere maggiormente espresso nei 

miotubi rispetto ai mioblasti. 

Successivamente, è stato valutato se vi fossero variazioni nei livelli di 

espressione dei tre recettori nei miotubi atrofici. I risultati riporati in Figura 40 
mostrano che i livelli di espressione di S1P1 sia a livello di mRNA che di 

proteina diminuiscono significativamente nei miotubi trattati con Dexa rispetto 

ai controlli non trattati. Al contrario, l’aumento di S1P2 determinato mediante 

Real Time PCR non è risultato significativo.  
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La scarsa efficienza e specificità di anticorpi disponibili in commercio per il 

riconoscimento del recettore S1P2 non ha permesso di confermare il dato 

ottenuto in Real Time. 

È stato osservato, inoltre, un incremento significativo dei livelli di mRNA di 

S1P3 che si accompagna ad una diminuzione del contenuto proteico (dato non 

mostrato) del recettore nei miotubi atrofici, suggerendo, come nel caso del 

trasportatore Spns2, un’alterazione nel turnover in condizioni di atrofia.  
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Figura 39. Variazione dei livelli di espressione dei tre sottotipi recettoriali (S1P1-S1P2-S1P3). 
Real time PCR. L’analisi è stata condotta su cDNA retrotrascritto da mRNA ottenuto da 
mioblasti C2C12 (MB) e miotubi (MT). I livelli d’espressione del gene target sono stati 
normalizzati sul contenuto del gene housekeeping GAPDH presente in ciascun campione. I 
valori sono la media ± SEM di almeno tre esperimenti indipendenti condotti in duplicato, 
normalizzati sul valore dei MB settato a 1 (in cui 1 corrisponde a MB ΔCt=9,7 per S1P1; 
ΔCt=10,1 per S1P2 e ΔCt=7,2 per S1P3 vs MT ΔCt 12,3 per S1P1; ΔCt=12,8 per S1P2 e 
ΔCt=6,6 per S1P3). La diminuzione di due sottotipi recettoriali S1P1 e S1P2 e l’aumento di 
S1P3 nei miotubi sono statisticamente significativi (test t di Student, *P<0.05, **P <0.01 vs MB).  
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Figura 40. Variazione dei livelli di espressione dei tre sottotipi recettoriali (S1P1-S1P2-S1P3) 
in miotubi C2C12 in miotubi C2C12 indotti all'atrofia. (A) Real time PCR. L’analisi è stata 
condotta su cDNA retrotrascritto da mRNA ottenuto da cellule non trattate (Ctrl) e trattate con 
trattate con Dexa 100 μM. I livelli d’espressione dei geni target sono stati normalizzati sul 
contenuto del gene housekeeping GAPDH. I valori sono stati riportati come media ± SEM di 
almeno tre esperimenti indipendenti condotti in duplicato e sono stati normalizzati sul valore 
del controllo settato a 1 (in cui 1 corrisponde a MT Ctrl ΔCt 12,3 per S1P1; ΔCt=12,8 per S1P2 
e ΔCt=6,6 per S1P3 vs MT Dexa ΔCt 13,2  per S1P1; ΔCt=11,6  per S1P2 e ΔCt=5,6 per 
S1P3). La diminuzione di S1P1 e l’aumento di S1P3 nei miotubi dexa sono statisticamente 
significativi (test t di Student, *P <0.05 vs Ctrl). (B) Western Blotting. L’analisi è stata condotta 
su lisati cellulari (20-30 μg) provenienti dai campioni sopra descritti usando un anticorpo 
specifico anti-S1P1. (C) Analisi densitometrica. I risultati sono stati quantificati mediante analisi 
densitometrica delle bande d’interesse normalizzate sul contenuto di β-actina presente in 
ciascun campione, riportati in grafico come percentuale relativa all’intensità della banda del 
controllo settata a 1 ed espressi come media ± SEM di almeno tre esperimenti indipendenti.  
La diminuzione di S1P1 nei miotubi dexa è statisticamente significativa (test t di Student, *P 
<0.05 vs Ctrl). 
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In Figura 41 A, sono stati analizzati i livelli di espressione dei recettori in 

biopsie di muscolo EDL di topi cachettici (C26) rispetto ai controlli.  

In particolare, in presenza di cachessia, S1P3 resta il sottotipo recettoriale più 

espresso, mentre i livelli di S1P2  diminuiscono ulteriormente, contrariamente 

a ciò che è stato riscontrato nei miotubi atrofici. 

 A differenza del modello cellulare, inoltre, i livelli di espressione di S1P1 (sia 

mRNA che proteina) risultano analoghi nelle fibre muscolari del topo cachettico 

e dei controlli (Figura 41 A-C). 

I dati fin qui mostrati sia nel modello in vivo che in vitro relativi ai livelli di 

espressione dei tre sottotipi recettoriali di S1P, del trasportatore Spns2 e degli 

enzimi coinvolti nella sintesi degli sfingolipidi bioattivi S1P e C1P sono stati 

riassunti nella Tabella 3. 
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Figura 41. Variazione dei livelli di espressione dei tre sottotipi recettoriali (S1P1-S1P2-S1P3) 
in biopsie di muscolo EDL di topi BalB/C cachettici portatori di carcinoma C26. (A) Real time 
PCR. L’analisi è stata condotta su cDNA retrotrascritto da mRNA ottenuto da biopsie di 
muscolo EDL di topi BalB/C cachettici portatori di carcinoma C26 (C26) e topi wt (controlli). I 
livelli d’espressione dei geni target sono stati normalizzati sul contenuto del gene 
housekeeping GAPDH. I valori sono stati riportati come media ± SEM di almeno tre esperimenti 
indipendenti condotti in duplicato e sono stati normalizzati sul valore dei controlli settato a 1 (in 
cui 1 corrisponde a Controlli ΔCt=13 per S1P1; ΔCt=10,2 per S1P2 e ΔCt=9,5 per S1P3 vs 
C26 ΔCt=12,9 per S1P1; ΔCt=12,2 per S1P2 e ΔCt=10,8 per S1P3). La diminuzione dei due 
sottotipi recettoriali (S1P2-S1P3) nei soggetti C26 (C26) è statisticamente significativa (test t 
di Student *P<0.05; **P<0.01 vs Controlli). B) Western Blotting. L’analisi è stata condotta su 
lisati cellulari (30 μg) provenienti dai campioni sopra descritti usando un anticorpo specifico 
anti-S1P1. (C) Analisi densitometrica. I risultati sono stati quantificati mediante analisi 
densitometrica delle bande d’interesse normalizzate sul contenuto di β-actina presente in 
ciascun campione, riportati in grafico come percentuale relativa all’intensità della banda dei 
controlli settata a 1 ed espressi come media ± SEM di almeno tre esperimenti indipendenti. La 
variazione di S1P1 nei soggetti C26 non è statisticamente significativa (test t di Student, 
P>0.05 vs Controlli).  
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Tabella 3. Tabella riassuntiva delle variazioni dei livelli di espressione (analizzati in Real Time 
PCR e in Westen Blot) dei tre sottotipi recettoriali di S1P (S1P1-S1P2-S1P3), del trasportatore 
Spns2 e degli enzimi coinvolti nella sintesi degli sfingolipidi, SphK1 e CerK, sia nel modello 
animale in vivo di cachessia che nel modello cellulare in vitro di atrofia. 
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POTENZIALI STRATEGIE TERAPEUTICHE PER FAVORIRE LA 
RIGENERAZIONE DEL MUSCOLO SCHELETRICO E  
CONTRASTARE L’ATROFIA MUSCOLARE 

 

Potenziali strategie terapeutiche utili a contrastare l’instaurarsi di un 

fenotipo atrofico e a favorire la rigenerazione tissutale possono essere 

considerate la terapia su base cellulare condotta su cellule mesenchimali 

stromali derivate da midollo osseo (BM-MSCs) ed un approccio nutrizionale 

incentrato su molti fattori antiossidanti contenuti naturalmente negli alimenti. 

 

Terapia cellulare con BM-MSCs 

Numerosi progetti sperimentali ed altri studi clinici, tutt’ora in corso, 

hanno dimostrato gli effetti benefici del trapianto di BM-MSCs in tessuti che 

hanno subito danni di varia natura e sulla riparazione/rigenerazione di organi 

(Almeida et al., 2016; Das et al.,2013; de la Garza-Rodea et al.,2011; Formigli 

et al.,2015; Kanemaru et al.,2013; Natsu et al.,2004; Pileggi et al.,2013; 

Pretheeban et al.,2012; Sassoli et al.,2012; von Roth et al.,2012; Winkler et 

al.,2012). Le BM-MSCs sono, infatti, attualmente considerate tra i migliori 

candidati nel campo della medicina rigenerativa.  

Restano ancora da indagare i potenziali vantaggi di questa linea cellulare in 

condizioni di atrofia. 

Nella maggior parte degli studi riportati in letteratura, gli effetti positivi delle BM-

MSCs non sembrano essere attribuiti alla loro capacità di differenziare nei vari 

tipi cellulari residenti nel tessuto ospite, bensì alla loro abilità a rilasciare fattori 

paracrini in grado di migliorare il microambiente e di stimolare i meccanismi 

endogeni di riparazione del tessuto stesso (Kim et al., 2016; Lee et al.,2011; 

Sassoli et al.,2014).  

Pertanto, l'identificazione dei fattori secreti (secretoma) dalle cellule staminali, 

nonché delle vie di segnalazione da essi attivati, è di grande importanza 
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biologica per estendere gli studi e ottimizzare gli effetti ottenuti dopo il trapianto 

di BM-MSCs in sede di danno. Ad oggi, le molecole ad azione paracrina 

secrete dalle MSCs sono state scarsamente caratterizzate e si sa molto poco 

sulle azioni autocrine di questi fattori. 

  Pochi anni fa è stato dimostrato che gli sfingolipidi, in particolare S1P, 

sono in grado di attenuare i danni tissutali indotti da contrazione eccentrica e 

di proteggere dall’apoptosi le fibre muscolari, preservando la vitalità e il 

rinnovamento delle cellule satelliti (Daneli-Betto et al., 2010; Formigli et 

al.,2007; Formigli et al.,2009; Meacci et al.,2008; Meacci et al.,2010; Nagata et 

al.,2006; Squecco et al., 2006). 

Pertanto, considerate le numerose evidenze sperimentali riguardanti gli effetti 

benefici delle BM-MSCs nella riparazione del tessuto muscolare danneggiato 

e tenendo presente il potenziale ruolo trofico attribuito a S1P, al fine di definire 

i meccanismi di interazione paracrina tra BM-MSCs e cellule muscolari 

scheletriche, è stato valutato se le BM-MSCs fossero in grado di modulare la 

proliferazione di mioblasti murini C2C12 attraverso il rilascio del lipide bioattivo 

e di controbilanciare gli effetti indotti da stimoli atrofici. 

 

 

 Sphingolipidi e BM-MSCs  

  Mediante esperimenti di marcatura con 3[H]Sfingosina (3[H]Sph), è stato 

dimostrato che le BM-MSCs sono in grado di rilasciare S1P nel mezzo di 

coltura. In Figura 42 sono stati quantificati i metaboliti derivati dalla Sph 

radioattiva aggiunta al mezzo di coltura per 24h e dal grafico si evince che 

la 3[H]Sph viene incorporata e metabolizzata all'interno delle cellule a 

formare 3[H]S1P e 3[H]Cer.  

Sul totale dei lipidi marcati, la 3[H]S1P è stata rilevata in maniera analoga nel 

mezzo di coltura di BM-MSCs coltivate sia nel terreno di differenziamento usato 

per le cellule C2C12 (MSC-DM) contenente il 2% di siero di cavallo (horse 
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serum, HS), che nel terreno di proliferazione ottenuto da colture primarie di 

cellule satelliti (MSC-PM), isolate da singola fibra di muscolo EDL, indicando 

che le BM-MSCs sono in grado di rilasciare lo sfingolipide bioattivo. 

È stato inoltre dimostrato che la sintesi e il rilascio extracellulare di 3[H]S1P 

dipendono dall’attività intracellulare di SphK1: infatti, si osserva una riduzione 

statisticamente significativa (approssimativamente del 40%) nel contenuto 

di 3[H]S1P nel mezzo condizionato ottenuto da MSCs coltivate in DM (MSC-

DM) o PM (MSC-PM) in presenza dell’inibitore selettivo di SphK1, iSK 5 μM 

(MSC-DMiSK e MSC-PMiSK, rispettivamente) (Figura 43). 
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Figura 42. 3[H]Sfingosina (3[H]Sph) e metaboliti derivati dalla sfingosina nelle MSCs. Le MSCs 
sono state mantenute in coltura in DMEM addizionato con il 10% di FBS in assenza (Ctrl) ed 
in presenza dell’inibitore della sfingosinachinasi (SphK1) (5μM, iSK) per 24h e sono state 
sottoposte a pulse di 3[H]Sfingosina per 2h. I lipidi marcati (S1P, Sph, Cer) estratti dalle cellule 
e dal terreno condizionato sono stati analizzati mediante cromatografia su strato sottile (TLC).  
I valori sono stati riportati come media ± SEM di almeno tre esperimenti indipendenti e la 
riduzione del contenuto di 3[H]S1P e di 3[H]Sph è statisticamente significativa (test t di Student, 
*p<0.05 vs Ctrl). 
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Figura 43. Rapporto tra concentrazione extracellulare e intracellulare di 3[H]S1P nel mezzo di 
coltura delle MSCs. Le MSCs sono state coltivate con il terreno di differenziamento (DM) usato 
per le C2C12 contenente il 2% di siero di cavallo (horse serum, HS), o con il terreno di 
proliferazione (PM) proveniente da una coltura primaria di cellule satelliti, sia in assenza (MSC-
DM, MSC-PM) che in presenza dell’inibitore di SphK1 (iSK, 5 μM) (rispettivamente MSC-
DMiSK e MSC-PMiSK). Le cellule sono state mantenute in coltura per 48h e poi marcate 
con 3[H]Sph. I lipidi marcati (S1P, Sph, Cer) estratti dalle cellule e dal terreno condizionato 
sono stati analizzati mediante cromatografia su strato sottile (TLC).  I valori sono stati riportati 
come media ± SEM di almeno tre esperimenti indipendenti e la riduzione del contenuto 
di 3[H]S1P è statisticamente significativa (test t di Student, *p<0.05 vs MSC-DM o vs MSC-
PM). 
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 Successivamente sono stati condotti esperimenti per valutare se l’S1P 

rilasciata dalle BM-MSCs favorisse la proliferazione delle cellule muscolari 

scheletriche (mioblasti C2C12) e delle cellule satelliti. 

In Figura 44 A-B, si osserva che il minor contenuto di S1P nel terreno 

condizionato ottenuto da MSC trattate con iSK (MSC-DMiSK e MSC-PMiSK) 

si accompagna ad una riduzione significativa della proliferazione dei mioblasti 

C2C12 e delle cellule satelliti. In particolare, è stata osservata una diminuzione 

di circa il 40-50% sia nel conteggio del numero di cellule (Figura 44A) che 

nell’incorporazione con 3[H]timidina (Figura 44B) in mioblasti C2C12 e nelle 

cellule satelliti esposte per 24h a MSC-DMiSK e MSC-PMiSK, rispetto al 

controllo specifico (MSC-DM e MSC-PM). 
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Figura 44. Effetto di S1P secreta dalle MSCs sulla proliferazione di C2C12 e cellule satelliti: 
conteggio cellulare e incorporazione di 3[H]timidina. C2C12 e cellule satelliti isolate da singole 
fibre muscolari EDL sono state coltivate in terreno di differenziamento (DM) o in terreno di 
cellule satelliti in proliferazione (PM) o sono state esposte al mezzo condizionato delle MSCs 
ottenuto da MSCs coltivate per 48h in DM in assenza (MSC-DM) o in presenza di iSK 5μM 
(MSC-DMiSK) o in PM in assenza (MSC-PM) o in presenza di iSK (MSC-PMiSK), 
rispettivamente. A) Conteggio cellulare. Dopo 24h in coltura, le cellule sono state staccate con 
tripsina e contate in camera di Burker.  B) Incorporazione di 3[H]timidina. C2C12 e cellule 
satelliti sono state coltivate per almeno due ore in presenza di 3[H]metil-timidina e la 
radioattività emessa è stata misurata tramite uno scintillatore. I valori sono stati riportati come 
media ± SEM di almeno tre esperimenti indipendenti condotti in duplicato. La significatività 
statistica è stata calcolata mediante test t di Student: (*p<0.05 vs DM o PM; §p<0.05 vs MSC-
DM o MSC-PM). 
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Il ruolo svolto dall’ S1P contenuta nel mezzo condizionato delle BM-MSCs sulla 

stimolazione della proliferazione dei mioblasti, è stato confermato mediante 

quantificazione dell'incorporazione di EdU e successiva rilevazione con 

microscopio a fluorescenza (Figura 45 A-D). L’ incubazione dei mioblasti 

C2C12 per 24h con MSC-DM ha comportato un significativo aumento 

nell’incorporazione di EdU e nella immunocolorazione per Ki67 (un noto 

marcatore nucleare della proliferazione cellulare), rispetto ai controlli. 

L'esposizione al MSC-DMiSK ha invece ridotto del 30-40% l'aumento della 

proliferazione cellulare indotta da MSC-DM. 

Come atteso, l'aggiunta di S1P esogena alle cellule mantenute in coltura con 

MSC-DM e MSC-DMiSK, determina un aumento ulteriore della proliferazione 

cellulare delle C2C12 (Figura 45 A-C, E).  

L’effetto positivo del trattamento con solo S1P sulla proliferazione di mioblasti 

C2C12 è stato già riportato precedentemente in letteratura (Nagata et al., 2006; 

Sassoli et al.,2012). 

 Da notare, che le cellule satelliti hanno mostrato un andamento simile a quello 

dei mioblasti C2C12 (Figura 45 D). 

Considerati nel complesso, questi risultati suggeriscono che la sintesi e il 

rilascio di S1P possano giocare un ruolo importante sulla stimolazione della 

proliferazione dei mioblasti mediata dal mezzo condizionato ottenuto dalle BM-

MSCs e sono stati recentemente pubblicati sulla rivista internazionale PLOS 

ONE (Sassoli et al. 2014). 

Gli esperimenti che vengono qui di seguito illustrati dimostrano che l’S1P 

presente nel mezzo condizionato possa svolgere un ruolo protettivo anche in 

condizioni di atrofia cellulare. 
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Figura 45. Effetto di S1P secreta dalle MSCs e di S1P esogena sulla proliferazione di C2C12 
e di cellule satelliti: analisi morfologica e conteggio cellulare. (A-D) Valutazione della 
proliferazione di C2C12 e di cellule satelliti tramite l’incorporazione di Edu (verde) e l’analisi 
dell’espressione di Ki67. (A) Le immagini riportate, ottenute tramite microscopio a 
fluorescenza, mostrano l’incorporazione nucleare di EdU (verde) in cellule C2C12 coltivate per 
24h nel terreno di differenziamento (DM) o esposte al mezzo condizionato delle MSCs ottenuto 
da MSCs coltivate per 48h in DM in assenza (MSC-DM) o in presenza di iSK 5μM (MSC-
DMiSK) o stimolate o meno con S1P esogena 1μM (MSC-DM +S1P, MSC-DMiSK +S1P). (B) 
Immagini ottenute al microscopio confocale a fluorescenza di cellule C212 mantenute in coltura 
nelle condizioni sperimentali descritte in (A), e immunocolorate con anticorpi diretti contro la 
proteina nucleare ki67 (verde). I nuclei sono stati colorati in rosso con ioduro di propidio (PI). 
Il colore giallo indica una co-localizzazione dei segnali di fluorescenza rossi e verdi. (C) Analisi 
quantitativa della percentuale di nuclei di cellule C2C12 positivi all’incorporazione di EdU o di 
Ki67 sul numero di nuclei totali. (D) Immagini ottenute al microscopio confocale a fluorescenza 
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di cellule satelliti mantenute in coltura per 24h con terreno di proliferazione di cellule satelliti 
(PM), fissate e immunocolorate con anticorpi diretti contro Pax-7 (rosso) e Ki67 (verde).  Il 
colore giallo indica una co-localizzazione dei segnali di fluorescenza rossi e verdi. 
Nell’istogramma, l’analisi quantitativa della percentuale di nuclei cellulari positivi a Ki67 di 
cellule satelliti coltivate per 24h in PM o esposte al mezzo condizionato delle MSCs ottenuto 
da MSCs coltivate per 48h in PM in assenza (MSC-PM) o in presenza di iSK 5μM (MSC-
PMiSK) o stimolate o meno con S1P esogena 1μM (MSC-PM +S1P, MSC-PMiSK +S1P). I 
valori sono stati riportati come media ± SEM di almeno tre esperimenti indipendenti condotti in 
duplicato. (E) Conteggio cellulare di C2C12. Le cellule sono state coltivate in MSC-DM o in 
MSC-DMiSK e stimolate o meno (Ctrl) con S1P 1μM. Dopo 24h le cellule sono state staccate 
con tripsina e contate in camera di Burker. I valori sono stati riportati come media ± SEM di 
almeno quattro esperimenti indipendenti condotti in duplicato. Significatività statistica: in (C) 
(test ANOVA ad una via e Newman-Keuls post hoc test), *p<0.05 vs DM, #p<0.05 vs MSC-
DM, °p<0.05 vs MSC-DMiSK; in (D) (test ANOVA ad una via e Newman-Keuls post hoc test), 
*p<0.05 vs PM, #p<0.05 vs MSC-PM, °p <0.05 vs MSC-PMiSK; in (E) (Student t test), *p<0.05 
vs Ctrl. 
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 Effetto della S1P rilasciata dalle MSCs sui livelli di espressione di 
Atrogin-1/MAFbx in miotubi C2C12 con fenotipo atrofico 

    
   Come riportato nell'introduzione di questa tesi sperimentale, l’S1P è 

stata riconosciuta come fattore cruciale nel regolare molti processi molecolari 

fondamentali nella biologia del muscolo scheletrico, avendo un’azione 

stimolante sulla crescita delle cellule satelliti (Fortier et al., 2013; Loh et 

al.,2012; Sassoli et al., 2011), regolando la contrazione muscolare (Bencini et 

al., 2003) e facilitando la rigenerazione  delle fibre muscolari in seguito a lesioni 

(Costamagna et al.,2015; Danieli-Betto et al.,2010, Nagata et al., 2014).  

Appurato che le BM-MSCs sono in grado di rilasciare S1P e che questo 

sfingolipide svolge un’azione positiva sulla proliferazione dei mioblasti C2C12, 

il passo successivo è stato quello di valutare il potenziale ruolo di questa 

molecola come fattore di sopravvivenza su miotubi C212 indotti all’atrofia da 

Dexa. Sono stati valutati i livelli di espressione di Atrogin-1/MAFbx in miotubi 

C2C12 incubati per 48h con il mezzo condizionato di BM-MSCs sia in assenza 

(MSC-DM) che in presenza di Dexa (MSC-DM + Dexa). Il mezzo condizionato 

(MSC-DM) è rappresentato, in questo caso, dal terreno di BM-MSCs a 

confluenza, mantenute per 48h in coltura con il terreno di differenziamento 

delle C2C12 contenente il 2% di HS.  

I risultati ottenuti mediante Real Time PCR (Figura 46), mostrano che la 

riduzione dei livelli di espressione Atrogin-1/MAFbx è altamente significativa 

nei miotubi mantenuti a contatto per 48h con MSC-DM rispetto alle cellule 

atrofiche (Dexa) e che questa diminuzione è ancora più marcata nelle cellule 

muscolari differenziate a cui al MSC-DM è stato aggiunto il Dexa (MSC-DM + 

Dexa). Quindi, l’S1P rilasciata dalle MSCs e presumibilmente altri fattori in 

combinazione possono attenuare almeno in parte l’effetto indotto dal 

glucocorticoide agendo negativamente sulla trascrizione genica di Atrogin-

1/MAFbx.  

Esperimenti successivi verranno condotti con il terreno condizionato ottenuto 

da MSC-DMiSK. Inoltre, per comprendere il meccanismo tramite cui agisce 
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l’S1P rilasciata dalle BM-MSCs, sarà necessario valutare l’espressione di altri 

marcatori molecolari, come per esempio, le MAP chinasi p38 e ERK 1/2, note 

vie di segnalazione a valle di S1P1 e S1P2. 

   I dati preliminari presentati in questo progetto di tesi, mostravano che, 

in miotubi C2C12 trattati con la mix di antagonisti W146+ VPC23019 e con S1P 

esogena ad un’ora prima dell’aggiunta del dexa al mezzo di coltura 

(W146+S1P+VPC+Dexa), si riducevano significativamente i livelli di 

espressione di Atrogin-1/MAFbx rispetto alle cellule atrofiche (Figura 36 A-C).  

Ciò può far presuppore che l’S1P secreta dalle BM-MSCs possa contrastare 

l’effetto del glucocorticoide riducendo l'espressione di Atrogin-1/MAFbx dopo 

essersi legata ad S1P2 e attivando conseguentemente le vie di segnalazione 

a valle di questo recettore (i.e. PI3K, GTPasi Rho, ERK1/2, PLC ecc.). Sono in 

corso esperimenti atti ad evidenziare il ruolo dominante di uno di questi 

effettori. 
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Figura 46. Variazione dei livelli di espressione di Atrogin-1/MAFbx in miotubi C2C12. Real time 
PCR. L’analisi è stata condotta su cDNA retrotrascritto da mRNA ottenuto da cellule non 
trattate (Ctrl) e trattate con Dexa 100 μM e coltivate 48h con terreno di differenziamento (DM), 
terreno condizionato dall’essere stato mantenuto per 48h a contatto con MSCs a confluenza, 
sia in assenza (MSC-DM) che in presenza di desametasone (MSC-DM + Dexa). I livelli 
d’espressione del gene target sono stati normalizzati sul contenuto del gene housekeeping 
GAPDH presente in ciascun campione. I valori sono la media ± SEM di almeno tre esperimenti 
indipendenti condotti in duplicato, normalizzati sul valore del controllo settato a 1.  Le variazioni 
di Atrogin-1/MAFbx sono statisticamente significative (test t di Student, *P<0.05, **P<0.01vs 
Ctrl; $$P<0.01 vs Dexa). 
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Molecole bioattive presenti negli alimenti e atrofia cellulare 

 

  Data l’importanza di molti fattori antiossidanti contenuti naturalmente 

negli alimenti, una parte dell’attività di ricerca è stata finalizzata alla 

caratterizzazione dei principi bioattivi di un prodotto tipico della tradizione della 

Regione Toscana, Castanea sativa, ed in particolare ad uno dei suoi prodotti 

derivati, la farina dolce. Il progetto si è poi esteso all’identificazione delle 

proprietà funzionali e nutraceutiche dei principi attivi in termini di capacità di 

contrastare la comparsa di un fenotipo atrofico nelle cellule muscolari 

scheletriche. I risultati di questi esperimenti sono stati recentemente pubblicati 

sulla rivista internazionale di nutrizione “Food and Function” (Frati et al., 2014). 

È stata analizzata la composizione, in termini di polifenoli e tocoferoli totali, 

delle farine dolci provenienti da diverse aree geografiche toscane e il più 

abbondante dei tocoferoli è risultato il γ-tocoferolo, comunemente chiamato 

vitamina E. Per valutare le capacità nutraceutiche dei vari estratti, è stato 

utilizzato il modello cellulare rappresentato dai miotubi C2C12 in coltura, indotti 

all’atrofia dal trattamento con Dexa (100 μM). 

In Figura 47 A-B, sono stati valutati mediante Western Blotting i livelli di 

espressione di Atrogin-1/MAFbx in miotubi trattati con estratti di Polifenoli (Poli) 

o Tocoferoli (Toco) totali (100 nM) un’ora prima del trattamento con Dexa 

(Dexa+Poli; Dexa+Toco). Oltre all’aumento atteso dei livelli dell’Ub-ligasi nelle 

cellule trattate con il glucocorticoide, è stata rilevata un’azione di interferenza 

indotta dai tocoferoli e non dai polifenoli, rappresentata da una diminuzione dei 

livelli di Atrogin-1/MAFbx nelle cellule trattate con gli estratti di tocoferoli totali. 

Questo dato indica che i tocoferoli sono in grado di contrastare in modo 

significativo i primi momenti del processo di atrofia modulando l’espressione di 

Atrogin-1/MAFbx a differenza dei polifenoli. 

Questi risultati preliminari, quindi, rappresentano la prima evidenza 

sperimentale delle proprietà biologiche degli estratti del prodotto di lavorazione 
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della castagna in cellule muscolari scheletriche e possono costituire un buon 

punto di partenza per eventuali approcci nutrizionali “terapeutici” per limitare 

l’atrofia del muscolo scheletrico in situazioni fisiologiche come l’invecchiamento 

o il disuso. 
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Figura 47.Variazione dei livelli di espressione di Atrogin-1/MAFbx in miotubi C2C12. (A) 
Western Blotting. L’analisi è stata condotta su lisati cellulari (20μg) ottenuti da cellule non 
trattate (Ctrl) e trattate con Dexa 100μM e con estratti di Polifenoli (Poly) e Tocoferoli (Toco) 
totali (100 nM) a un’ora prima del trattamento con dexa (Dexa+Poly; Dexa+Toco) usando un 
anticorpo specifico anti-Atrogin-1/MAFbx. (B) Analisi densitometrica. I risultati sono stati 
quantificati mediante analisi densitometrica delle bande d’interesse normalizzate sul contenuto 
di β-actina presente in ciascun campione, riportati in grafico come percentuale relativa 
all’intensità della banda del controllo settata a 100 ed espressi come media ± SEM di almeno 
tre esperimenti indipendenti. Le variazioni dei livelli di espressione di Atrogin-1/MAFbx sono 
statisticamente significative (test t di Student, *P<0.05 vs Ctrl; §P< 0.05 vs Dexa).  
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SFINGOLIPIDI COME POTENZIALI BERSAGLI/EFFETTORI PER 
CONTRASTARE IL DANNO CELLULARE 
 

Come discusso nei paragrafi precedenti di questa tesi sperimentale, 

l’efficacia terapeutica del trapianto di cellule staminali mesenchimali nei tessuti 

muscolari murini danneggiati è principalmente attribuita alla loro abilità a 

secernere fattori in grado di promuovere l’attivazione e la proliferazione delle 

cellule satelliti a ricrearsi un microambiente favorevole ai processi di 

proliferazione e differenziamento.  

Per questo motivo, essendo anche S1P un fattore rilasciato da molte cellule, 

una parte dell’attività di ricerca è stata orientata a valutare la potenzialità degli 

sfingolipidi ed in particolare S1P di modulare, anche cooperando con altre vie 

di segnalazione, il rimodellamento della matrice extracellulare (ECM), implicata 

nei processi di danno (fibrosi) e di rigenerazione tissutale. 

È stato dimostrato che l’asse SphK1/S1P/S1PR controlla il rimodellamento 

della ECM regolando l’espressione, il rilascio e l’attività di enzimi deputati al 

rimodellamento della matrice extracellulare, le metalloproteasi (MMPs) in BM-

MSCs. Infatti, è stato osservato un aumento dell’attività dell’isoforma MMP-2 

in cellule trattate con agonisti/antagonisti dei recettori di S1P. Questi dati 

risultano parte di un manoscritto inviato per la pubblicazione.  

        In un altro modello cellulare, cellule muscolari cardiache, è stato 

dimostrato che gli sfingolipidi bioattivi possono essere bersagli anche di ormoni 

con azione antifibrotica, quale l’ormone peptidico relassina (RLX), i cui effetti 

biologici si manifestano su vari tessuti compreso il cuore. E’ noto che la RLX 

attivi il turnover della matrice extracellulare e regoli l’espressione/rilascio di 

MMPs in cellule muscolari cardiache (Nistri et al.,2012; Samuel et al.,2007). I 

risultati di questi esperimenti condotti durante il mio lavoro di tesi dal gruppo di 

ricerca guidato dalla Prof.ssa Meacci, sono stati recentemente pubblicati sulla 

rivista internazionale Molecular Endocrinology (Frati et al. 2015) e mostrano 

per la prima volta che la RLX può attivare il metabolismo degli sfingolipidi in 

http://jme.endocrinology-journals.org/
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una coltura primaria di cellule muscolari cardiache neonatali murine ed in una 

coltura immortalizzata di cardiomioblasti di ratto H9C2.  

Come mostrato in Figura 48A-B, la RLX (50 ng/ml) induce un significativo 

aumento dell'attività di SphK1 in entrambi i tipi cellulari, raggiungendo il 

massimo effetto dopo 15 min di stimolazione. In particolare, il blot 

rappresentativo mostrato in Figura 48C, indica che dopo un’incubazione di 

24h, l’ormone non è più in grado di aumentare in maniera significativa 

l'espressione di SphK1, probabilmente a causa di una modifica post-

traslazionale successiva all’attivazione dell’enzima.  

In una seconda fase dello studio è stata valutata l’azione dello SL bioattivo in 

qualità di ligando di recettori S1PR. L’espressione dei recettori è stata 

analizzata tramite RT-PCR sull’mRNA totale estratto sia dalle H9C2 che dalle 

colture primarie di cardiomiociti. Come mostrato in Figura 49 C-D, è stato 

rilevato il cDNA della lunghezza attesa per S1P1 e S1P2 in entrambe le colture 

cellulari, mentre non è stata osservata nessuna amplificazione per S1P3 nei 

cardiomioblasti (Figura 49D). Come controllo positivo è stato utilizzato l’RNA 

ottenuto dai miotubi C2C12 (Figura 49 B), sulla cui membrana, come 

precedentemente dimostrato, sono localizzati tutti e tre i sottotipi recettoriali.  
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Figura 48 La RLX stimola l’espressione di SphK1 in colture primarie di cardiomiociti e cellule 
H9C2. (A) e (B): Western Blotting. L’espressione di SphK1 è stata determinata su lisati cellulari 
(30–50 μg) ottenuti da colture primarie di cardiomiociti (A) e H9c2 (B) non trattate (Ctrl) e 
trattate con RLX (50 ng/mL) secondo i tempi indicati nel grafico. I valori sono stati riportati come 
media ± SEM di almeno tre esperimenti indipendenti condotti in duplicato (Test t di Student: 
*P<0.05 vs Ctrl). (C) Western Blotting rappresentativo dell’isoforma SphK1 in H9C2. L’analisi 
è stata condotta su lisati cellulari (25 μg) usando un anticorpo specifico anti-SphK1 e i risultati 
sono stati ottenuti tramite analisi densitometrica delle bande d’interesse normalizzate sul 
contenuto di β-actina presente in ciascun campione. L’intensità delle bande è stata riportata in 
grafico come percentuale relativa all’intensità della banda del controllo settata a 100.  

 



159 
 

 

 

 

 

Figura 49. Livelli di espressione dei recettori specifici per S1P in cellule H9C2, in colture 
primarie di cardiomiociti ed in miotubi C2C12. (B–D): Immagini rappresentative di corsa su gel 
di agarosio degli amplificati attesi. L’RNA totale estratto è stato sottoposto a trattamento con 
DNasi e successivamente retrotrascritto. Il cDNA è stato amplificato mediante PCR semi-
quantitativa usando coppie di primers specifiche per S1P1, S1P2 ed S1P3 (A–D). (A): I 
controlli negativi consistono in H2O aggiunta a ciascuna reazione. (B): I controlli positivi sono 
rappresentati dal cDNA ottenuto dai miotubi C2C12. (C e D): amplificazione del cDNA 
retrotrascritto a partire dall’RNA estratto dalle colture primarie di cardiomiociti (C) e dai 
cardiomioblasti H9C2 (D). 
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A causa del basso livello di espressione di S1P1 ed S1P2 nei cardiomiociti, i 

risultati ottenuti sono stati confermati in Real Time PCR. In Tabella 4, sono 

stati riportati i cicli di amplificazione (Ct) e di differenza di espressione rispetto 

al gene housekeeping (Δct), relativi ai tre sottotipi recettoriali. In particolare, 

l’analisi ha indicato livelli di espressione simili di tutti e tre i sottotipi recettoriali 

nella coltura primaria di cellule muscolari cardiache e ha ribadito l’assenza di 

S1P3 nelle H9C2. 

Nello stesso lavoro è stato riportato che la RLX modula il rilascio di MMP-2 e -

9 e del fattore CTGF (fattore di crescita del tessuto connettivo) attraverso 

l’induzione del metabolismo degli sfingolipidi e la formazione di S1P (Frati et 

al., 2014).  

 

 

 

 

 

 

Tabella 4. I livelli di espressione dei tre sottotipi recettoriali (S1P1-S1P2-S1P3) sono stati 
valutati in Real Time PCR dall’RNA totale estratto da una coltura primaria di cardiomiociti e dai 
cardiomioblasti H9C2 dopo essere stato retrotrascritto a cDNA e amplificato con coppie 
specifiche di primers. I valori in Ct sono stati riportati come media ± SEM di almeno tre 
esperimenti indipendenti condotti in duplicato. 
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Un altro aspetto importante da sottolineare (riportato alcuni anni fa in letteratura 

da Nistri et al. 2012), è l’abilità della RLX nel promuovere la crescita e la 

maturazione dei cardiomiociti.  Su questa premessa, è stato dimostrato che 

l’S1P è coinvolta nei meccanismi di differenziamento dei precursori muscolari 

cardiaci mediati dalla RLX. Infatti in Figura 50 C-D, si osserva una riduzione 

significativa (circa il 45%) dei livelli di espressione della connessina 43 (Cx43), 

proteina coinvolta nel processo di differenziamento del miocardio, in 

cardiomioblasti H9C2 trattati con l'inibitore di SphK1 (iSK, 5 μM). Questo dato 

indica che la sintesi dello sfingolipide bioattivo sia necessaria per mediare 

questa azione pro-differenziante.  Nel complesso questi risultati indicano che 

l’asse SphK1/S1P riveste un ruolo cruciale nel rimodellamento della ECM e nel 

promuovere il differenziamento dei precursori del muscolo cardiaco agendo 

come bersaglio dell'azione della RLX. 
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Figura 50. Effetto dell’inibizione dell’attività di SphK1 sui livelli di espressione della 
Connessina-43 (Cx43) in una coltura primaria di cardiomiociti e di cardiomioblasti H9C2. (A) 
Western Blotting. L’analisi è stata condotta su lisati cellulari (10 μg) ottenuti dai cardiomiociti 
primari non trattati (Ctrl) e trattati con RLX (50 ng/mL) per 24h usando un anticorpo specifico 
anti-Cx43. (B) Analisi densitometrica. I risultati sono stati quantificati mediante analisi 
densitometrica delle bande d’interesse normalizzate sul contenuto di β-actina presente in 
ciascun campione, riportati in grafico come percentuale relativa all’intensità della banda del 
controllo settata a 100 ed espressi come media ± SEM di almeno tre esperimenti indipendenti. 
Le variazioni di espressione della Cx43 sono statisticamente significative (test t di Student, 
*P<0.05 vs Ctrl). (C) Western Blotting. L’analisi è stata condotta su lisati cellulari (25 μg) 
ottenuti dai cardiomioblasti H9C2 non trattati (Ctrl) e trattati per 30 min senza o con composto 
II (iSK, 5 μM) e successivamente con RLX (50 ng/mL) per 24h usando un anticorpo specifico 
anti-Cx43. (D) Analisi densitometrica. I risultati sono stati quantificati mediante analisi 
densitometrica delle bande d’interesse normalizzate sul contenuto di β-actina presente in 
ciascun campione, riportati in grafico come percentuale relativa all’intensità della banda del 
controllo settata a 100 ed espressi come media ± SEM di almeno tre esperimenti indipendenti. 
Le variazioni di espressione della Cx43 sono statisticamente significative (test t di Student, *P< 
0.05 vs Ctrl; §P< 0.05 vs RLX). 
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DISCUSSIONE 
   

L'atrofia del muscolo scheletrico, dal punto di vista biochimico e 

molecolare, è un processo molto complesso che richiede la trascrizione di geni 

specifici denominati atrogeni, i quali codificano per proteine deputate alla 

regolazione di sintesi e degradazione proteica (Anthony TG., 2016; Milan et 

al.,2015). Le due ubiquitina ligasi specificatamente espresse nel muscolo 

scheletrico, Atrogin-1/MAFbx, e MuRF1, hanno ruoli definiti: Atrogin-1/MAFbx 

preferenzialmente modula la degradazione proteica via proteasoma, mentre 

MuRF1 blocca la sintesi proteica nel muscolo in condizioni cataboliche 

(Bilodeau et al., 2016;. Bodine et al., 2014;. Cao et al., 2004, Koyama et 

al.,2008).  

Alcune vie di segnalazione coinvolte nel controllo della loro espressione sono 

note: es. miostatina e il fattore di crescita trasformante β (Gumucio et al.,2013), 

ma restano ancora aspetti poco conosciuti come la regolazione da lipidi 

bioattivi come gli sfingolipidi (SLs). Pertanto, un’indagine più approfondita del 

ruolo di queste molecole sfingoidi potrebbe portare all’individuazione di nuovi 

potenziali bersagli farmacologici per prevenire la perdita di massa e funzione 

muscolare.  

In letteratura, negli ultimi venti anni, è stato ampiamente indagato il 

metabolismo degli SLs, molecole bioattive in grado di modulare il destino di 

molti tipi cellulari, tra cui le cellule del muscolo scheletrico. Infatti, è stato 

dimostrato che Sph ed S1P modulano i canali del calcio (Formigli et al., 2002) 

e la contrazione dei miotubi (Bencini et al., 2003). Inoltre, in particolare S1P: 1) 

è responsabile dell’attivazione della PLD, coinvolta nel processo di 

differenziamento miogenico; 2)  è in grado di stimolare regolatori cellulari come 

la PKC e RhoA (Meacci et al., 2001) coinvolti nel rimodellamento del 

citoscheletro (Formigli et al., 2005) e nella trasduzione del segnale in risposta 

a fattori di crescita;  3) favorisce la meccanotrasduzione attraverso la 

regolazione dei canali attivati da stretch, come TRPC1, cruciali per il processo 
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di differenziamento miogenico (Formigli et al., 2007; Formigli et al., 2009; 

Meacci et al., 2010; Meacci et al., 2012; Sassoli et al., 2011; Sbrana et al., 

2008); 4) promuove la comunicazione tra cellule mediata da giunzioni gap 

formate da Cx-43 (Meacci et al., 2010; Squecco et al., 2006). 

Secondo il modello del reostato, presentato nella parte introduttiva di 

questa tesi sperimentale, non è la concentrazione del singolo lipide bioattivo a 

stabilire il destino cellulare, ma in maniera determinante le variazioni del 

rapporto Sph+Cer/S1P+C1P e quindi la regolazione degli enzimi responsabili 

della fosforilazione di Sph e Cer, rispettivamente SphK e CerK. 

In particolare, è stato dimostrato che l’asse SphK1/S1P è implicato 

nell’attivazione delle cellule muscolari staminali (cellule satelliti) residenti nel 

muscolo (Sassoli et al., 2014) e dei precursori mioblastici (Meacci et al., 2008), 

favorendone la proliferazione ed il differenziamento (Danieli-Betto et al.,2010; 

Fortier et al., 2013; Germinario et al.,2012; Nagata et al.,2006).  

Al momento della stesura di questa tesi ci sono pochissimi dati in 

letteratura circa il coinvolgimento di S1P nell’atrofia muscolare scheletrica, 

eccetto le evidenze sperimentali riguardanti un’azione trofica che lo sfingolipide 

svolge per il muscolo scheletrico, attenuando i danni in una fibra muscolare 

isolata soggetta a denervazione (Ieronimakis et al., 2013; Zanin et al., 2008) o 

a contrazione eccentrica (Sassoli et al., 2011).  

È stata inoltre osservata una correlazione tra l’aumento di Atrogin-1/MAFbx e 

l’incremento del contenuto intracellulare di ceramide in miotubi differenziati 

indotti all’atrofia dal trattamento con la citochina TNF-α (De Larichaudy et al., 

2012). Niente è invece noto sul ruolo del sistema ceramide chinasi e C1P nella 

biologia della cellula muscolare scheletrica differenziata.  

I dati ottenuti dall'analisi del contenuto intracellulare di SphK1, in biopsie 

di muscolo EDL di topi cachettici, ottenuti mediante inoculazione sottocutanea 

di un frammento del tumore solido carcinoma C26 (Gorselink et al., 2006) e, 

successivamente, in miotubi C2C12 indotti all’atrofia con Dexa (Kayali et 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ieronimakis%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23915702
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al.,1987; Marinovic et al., 2002; McElhinny et al.,2002), hanno dimostrato che 

all’aumento dei livelli d’espressione di Atrogin-1/MAFbx e alla diminuzione dei 

livelli di MuRF1 non si accompagna alcuna variazione del contenuto della 

proteina totale SphK1, mentre risulta ridotta l’espressione della forma attiva 

fosforilata nei miotubi atrofici. Un’ulteriore conferma del ruolo funzionale di 

questo enzima è data dalla riduzione del diametro cellulare e del numero di 

mionuclei in miotubi trattati con un inibitore specifico della SphK1. 

L’aumento dei livelli di mRNA osservati nei tessuti EDL di topi cachettici e nelle  

cellule atrofiche rappresentano probabilmente un tentativo delle cellule 

muscolari di compensazione al danno, confermando l’importanza per il 

mantenimento del fenotipo differenziato del sistema SphK1/S1P e quindi dei 

livelli intracellulari di S1P.  

La S1P, oltre a svolgere un ruolo come mediatore intracellulare, agisce 

anche come ligando di specifici recettori accoppiati a proteine G 

eterotrimeriche. I risultati della presente tesi sono di notevole interesse in 

questo ambito poiché identificano un ruolo specifico dei vari sottotipi recettoriali 

nel mantenimento del fenotipo differenziato/induzione del fenotipo atrofico.  

Negli ultimi anni l’interesse per le vie di segnalazione a valle dei recettori S1PR 

è aumentato (Blaho et al., 2014; O’Sullivan et al., 2013; Mahajan-Thakur et al., 

2015), soprattutto dopo che è stato identificato che molti tipi cellulari sono in 

grado di rilasciare S1P nel mezzo extracellulare grazie ad un trasportatore 

specifico, denominato Spns2 (Aoki et al., 2016). L'esistenza di questo 

trasportatore, appartenente alla famiglia degli ABC transporters, indica un ruolo 

della S1P sia come fattore paracrino che autocrino, aprendo nuove ed 

importanti prospettive per questo sfingolipide in qualità di regolatore 

dell'omeostasi tissutale.  

Dati ottenuti in miotubi C2C12 marcati con 3[H]Sfingosina indicano un 

aumento statisticamente significativo del contenuto di 3[H]S1P nel terreno di 

coltura di miotubi differenziati rispetto a quello di mioblasti a confluenza ed un 
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aumento dei livelli di espressione di Spns2, sottolineando che, la S1P formata 

all'interno della cellula, viene rilasciata anche dalle cellule muscolari 

differenziate.   

Questi dati suggeriscono un ruolo importante del rilascio di S1P durante la 

miogenesi, in linea con quanto precedentemente pubblicato sull'importanza 

dell’attività di SphK1 e della sintesi di S1P (Meacci et al.,2008) per il 

mantenimento del fenotipo della cellula muscolare differenziata. In maniera 

interessante, per la prima volta, si osserva che cellule indotte all’atrofia con 

Dexa mostrano una diminuzione a livello di mRNA e un aumento a livello 

proteico di Spns2, suggerendo che, in condizioni di atrofia, questa proteina sia 

regolata a livello post traduzionale per mantenerne alti i livelli e per garantire 

un maggior rilascio di S1P, la quale, di per sé, è presente in minor quantità 

nella cellula a causa della ridotta attività della SphK1.  

Tuttavia, dall’analisi quantitativa dei livelli di mRNA codificante per Spns2 nel 

modello in vivo, sono emersi livelli di espressione leggermente più alti (ma non 

statisticamente significativi) nei tessuti cachettici (C26) rispetto ai controlli. La 

quantificazione di Spns2 a livello proteico in un numero elevato di animali è in 

corso. 

I vari sottotipi recettoriali specifici per S1P sono i veri mediatori 

dell’azione autocrina/paracrina dello sfingolipide in molti tipi cellulari. Negli 

ultimi cinque anni sono stati molti i composti sviluppati dall’industria 

farmaceutica in grado di agire come agonisti/antagonisti dei vari sottotipi S1PR. 

In maniera interessante uno di loro, FTY720, è il farmaco in prima linea per la 

sclerosi multipla (La Mantia et al., 2016; Khatri 2016). 

Tre sono i sottotipi recettoriali espressi sul sarcolemma delle fibre 

muscolari: S1P1, S1P2, S1P3 (Meacci et al., 2003). Gli altri due sottotipi, S1P4 

e S1P5, risultano preferenzialmente espressi in tessuti specifici come il sistema 

nervoso e quello ematopoietico (Brinkmann, 2007; Chun et al., 2002; Delgrado 

et al., 2016; Dillmann et al., 2016; Ebenezer et al.,2016; Mahajan-Thakur et al., 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dillmann%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26783340
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ebenezer%20DL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27621206
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2015; Pulkoski-Gross et al.,2015; Rosen et al., 2009 Taha et al.,2004). Ogni 

sottotipo recettoriale, associandosi a specifiche proteine G eterotrimeriche, 

porta all’attivazione o all’inibizione di vie di segnalazione distinte e quindi la 

risposta funzionale al ligando S1P dipende dai livelli relativi dei diversi sottotipi 

recettoriali espressi in quella determinata cellula e dal loro pattern di 

espressione. 

I dati ottenuti mediante real time PCR, riportati in questa tesi, confermano che 

durante la miogenesi il rapporto di espressione dei tre diversi sottotipi 

recettoriali cambia, sottolineando i loro diversi ruoli funzionali: S1P1 ed S1P2 

diminuiscono in modo statisticamente significativo durante il differenziamento, 

mentre S1P3 è il recettore più espresso nei miotubi.  

Nelle cellule indotte all’atrofia, si osserva una diminuzione dei livelli di mRNA 

di S1P1, un aumento di S1P3 e nessuna significativa variazione di S1P2.  

L’analisi a livello proteico mostra una diminuzione dei livelli di S1P1 e di S1P3, 

mentre è risultato impossibile quantificare S1P2 per la mancanza di anticorpi 

specifici. Gli esperimenti condotti nei tessuti di topi cachettici sembrano non 

confermare queste variazioni, anche se una valutazione su un numero più 

elevato di animali e direttamente sulla fibra muscolare mediante 

immunofluorescenza sarebbe essenziale ed è attualmente in corso.  

Il trattamento con agonisti/antagonisti del recettore S1P1 aggiungono ulteriori 

informazioni: l'agonista selettivo SEW2871 aumenta, mentre l'antagonista 

W146 riduce i livelli di espressione di Atrogin-1/MAFbx. Anche in presenza di 

Dexa, W146 determina una diminuzione dell’espressione dell’Ub-ligasi. Da 

questi dati emerge che l’inattivazione di S1P1 è protettiva, mentre la sua 

attivazione si accompagna all’induzione di Atrogin-1/MAFbx. Inoltre, dati 

preliminari non mostrati indicano che il trattamento di miotubi C2C12 con una 

miscela di agonisti/antagonisti, in grado di promuovere un’inibizione di S1P1/3 

e un’attivazione di S1P2 (W146+VPC23019+S1P + Dexa), si accompagna sia 
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ad una diminuzione significativa della proteina p38 MAPK che ad un ridotto 

aumento di Atrogin-1/MAFbx. 

Pertanto, la riduzione dei livelli di S1P1 in condizioni di atrofia è una risposta 

protettiva piuttosto che il risultato della degenerazione cellulare. Evidenze 

sperimentali hanno mostrato che 1) ERK1/2 è un effettore a valle del recettore 

S1P1; 2) ad una maggior attività di ERK1/2 si accompagna un’iperespressione 

di Atrogin-1/MAFbx in miotubi trattati con TNFα (Li et al., 2005); 3) l’inibizione 

farmacologica di ERK1/2 migliora la funzione muscolare in topi cachettici 

portatori di carcinoma C26 (Penna et al.,2010). Potremmo quindi suggerire che 

la riduzione dei livelli di expressione di S1P1 sia una strategia cellulare di 

sopravvivenza per ridurre l’attivazione di ERK1/2 (Kihara A. et al., 2007) 

responsabile dell’induzione di Atrogin-1/MAFbx.  

Questo dato per la prima volta dimostra che un possibile approccio 

“farmacologico” per contrastare l’atrofia potrebbe basarsi sull’utilizzo di 

antagonisti di S1P1. 

Per quel che riguarda il ruolo funzionale di S1P3, il trattamento con 

l’antagonista (VPC23019) prima di Dexa comporta una diminuzione 

significativa dei livelli dell’Ub-ligasi nei miotubi C2C12. Poichè il composto da 

noi utilizzato non inibisce in maniera selettiva solo l’azione di S1P3 ma anche 

quella del sottotipo recettoriale S1P1, la diminuzione dei livelli di Atrogin-

1/MAFbx potrebbe essere causata da un’inibizione delle vie di segnalazione a 

valle di S1P1 più che da quelle di S1P3. Il silenziamento selettivo mediante 

siRNAs specifici per S1P3 è in corso e potrà confermare o meno il ruolo di 

questo recettore. 

Pur non avendo indicazioni esatte sui livelli di espressione di S1P2 a 

livello di proteina, i dati mostrati in questa tesi suggeriscono una diminuzione 

dei livelli di mRNA nei topi cachettici e un ruolo funzionale opposto rispetto a 

S1P1. Infatti, il trattamento con l’antagonista competitivo di S1P2 (JTE-013) 

determina un aumento significativo di Atrogin-1/MAFbx, ma questo effetto non 
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si somma a quello indotto da Dexa, suggerendo che l’inibizione delle vie a valle 

di S1P2 sia responsabile almeno in parte del fenotipo atrofico indotto dal 

glucocorticoide. 

In letteratura è stato mostrato che: 1) una downregolazione dell’espressione di 

S1P2 nei miotubi C2C12 comporta una diminuzione dell’efficienza di S1P a 

stimolare la PLD (Meacci et al.,2003); 2) l'attività della PLD è essenziale per il 

differenziamento miogenico (Komati et al., 2005) e per il mantenimento del 

fenotipo differenziato; 3) un’ iperattivazione di PLD e di mTOR in cellule 

muscolari di ratto L6 o in modelli animali si accompagna ad ipertrofia (Mebarek 

et al., 2007, Jaafar et al., 2013). Pertanto l’inibizione della via a valle di S1P2, 

in opportune condizioni (es. trattamento con glucocorticoide), portando alla 

riduzione dell’attività della PLD potrebbe indurre la comparsa di un fenotipo 

atrofico.  Questi dati nel loro complesso suggeriscono che agonisti di S1P2 

potrebbero funzionare nel contrastare al comparsa del fenotipo atrofico. 

A conferma di questo la somministrazione di una miscela di 

agonisti/antagonisti dei vari sottotipi recettoriali (SEW, JTE, CYM) che porta 

all’attivazione di S1P1 e S1P3 e all’inibizione delle vie a valle di S1P2 

contribuisce all’induzione del fenotipo atrofico, mentre la somministrazione di 

una miscela di agonisti/antagonisti che inibisce S1P1 e S1P3 e attiva S1P2 

(W146+VPC23019+S1P) previene la comparsa di atrofia.  

Questi dati rappresentano la prima dimostrazione di un ruolo critico 

dell’espressione e delle vie di segnalazione a valle degli specifici sottotipi S1PR 

nel mantenimento del fenotipo muscolare differenziato.  

  Successivamente, la nostra indagine si è focalizzata sul sistema 

CerK/C1P. Nei topi cachettici così come nei miotubi indotti all’atrofia da Dexa, 

i livelli di espressione di CerK sono ridotti rispetto ai controlli, sottolineando una 

correlazione inversa tra i livelli di CerK e quelli di Atrogin-1/MAFbx ed una 

stretta corrispondenza tra il modello animale di cachessia ed il modello 

cellulare di atrofia. L’aumento dell’Ub-ligasi e la diminuzione del contenuto 
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intracellulare di CerK sono stati osservati anche in miotubi in cui è stata indotta 

atrofia attraverso l’attivazione di S1P1 con SEW2871 e l’inibizione di S1P2 con 

JTE-013. 

La comparsa di un fenotipo atrofico, potrebbe essere la causa della riduzione 

dei livelli di espressione di CerK per attivazione del sistema Ub-proteasoma e 

induzione dell’espressione di Atrogin-1/MAFbx. Per indagare più a fondo la 

relazione tra la regolazione di Atrogin-1/MAFbx e l’asse CerK/C1P sono stati 

condotti esperimenti utilizzando la tecnologia del silenziamento genico.  Da 

notare che la diminuzione dei livelli di espressione di CerK (mRNA e proteina), 

ottenuta elettroporando muscolo tibiale di topi cachettici con una miscela di tre 

plasmidi codificanti per short hairpin RNA disegnati in tre regioni diverse del 

trascritto dell’enzima, si accompagna ad un drastico aumento nel contenuto di 

Atrogin-1/MAFbx. Il silenziamento di CerK induce aumento dei livelli di 

espressione di Atrogin-1/MAFbx anche nel modello cellulare, confermando 

l’importanza dei livelli di espressione dell’enzima per il controllo 

dell’espressione dell’Ub-ligasi.  

E’ da notare che la correlazione inversa tra i livelli di CerK e quelli del marcatore 

di atrofia risulta esasperata laddove si instauri un fenotipo cachettico, 

suggerendo che il controllo dell’espressione di CerK sia un possibile 

meccanismo di induzione dell’espressione di Atrogin-1/MAFbx distinto da 

quello indotto dai normali processi patogenetici risultanti dall’inoculo del tumore 

adenocarcinoma C26. 

Questi dati per la prima volta indicano che garantire livelli più alti di CerK 

potrebbe portare a contrastare l’insorgere di un fenotipo atrofico. Esperimenti 

volti alla misurazione del contenuto di ceramide/C1P e all’ overespressione di 

CerK nelle varie condizioni di atrofia sono in corso. I risultati qui mostrati sono 

comunque in linea con quanto riportato in letteratura alcuni anni fa, secondo 

cui la riduzione dei livelli di ceramide limita marcatamente l'espressione di 
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Atrogin-1/MAFbx in cellule muscolari L6, indotte all’atrofia dal trattamento con 

il TNF-α (De Larichaudy et al., 2012).  

Un ultimo aspetto affrontato nella presente tesi sperimentale riguarda il 

potenziale ruolo della S1P e degli sfingolipidi nelle strategie atte ad attenuare 

l’atrofia muscolare.  

In una review pubblicata alcuni anni fa (Sakuma et al., 2012) sono state 

descritte alcune delle strategie terapeutiche più classiche utili a contrastare 

l’atrofia che compare nell’anziano (sarcopenia). Tra queste, sono stati 

menzionati gli inibitori della miostatina (Amirouche et al., 2009), la proteina 

Smad (Morissette et al., 2009; Trendelenburg et al., 2009), il coattivatore 

tracrizionale PGC-1α (Peroxisome proliferator-activated receptor-γ coactivator 

1α) capace di mantenere l’integrità delle fibre muscolari regolando 

positivamente la biogenesi mitocondriale (Holloszy 2008) e l’acido 

eicosapentaenoico (EPA) (Babcock et al. 2002; De Larichaudy et al.,2012; 

Singer et al., 2008).  

A queste si è aggiunta negli ultimi anni la terapia cellulare. E’ stato ormai 

ampiamente dimostrato che il trapianto di cellule staminali mesenchimali nei 

tessuti muscolari murini danneggiati ha un grande potenziale terapeutico (de 

la Garza-Rodea et al.,2011; Natsu et al.,2004; von Roth et al.,2012) e che 

questa efficacia sia principalmente attribuita alla loro abilità a secernere fattori 

in grado di promuovere meccanismi endogeni di riparazione tissutale in seguito 

a danno (Salem et al., 2010; Sassoli et al., 2012; Uccelli et al.,2008). La 

potenziale capacità di cellule mesenchimali stromali derivate da midollo osseo 

(BM-MSCs) di contrastare, attraverso la modulazione del metabolismo degli 

sfingolipidi, la degenerazione della cellula muscolare ci è sembrato un 

approccio interessante.  Per questo motivo la ricerca si è spostata sul ruolo di 

S1P come mediatore della funzionalità delle BM-MSCs. Dati riassunti nella 

presente tesi dimostrano che il lipide bioattivo è rilasciato dalle BM-MSCs e 

che questo rilascio favorisce la proliferazione di mioblasti C2C12 e di cellule 
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satelliti (Sassoli et al.,2014). Analogamente l’incubazione di miotubi trattati con 

Dexa in presenza del mezzo condizionato delle BM-MSCs porta ad una 

riduzione significativa dei livelli di espressione di Atrogin-1/MAFbx.   

Pertanto, l’S1P secreta dalle BM-MSCs agirebbe come un fattore paracrino 

importante per contrastare l’effetto dei composti inducenti atrofia, 

probabilmente attraverso l’attivazione di S1P2.   

In questa tesi sono riportati anche dati relativi al ruolo di S1P in cellule 

muscolari cardiache neonatali murine ed in una coltura immortalizzata di 

cardiomioblasti di ratto H9C2, sottolineando l’importanza del metabolismo degli 

SLs e del sistema SphK1/S1P nell’espressione, rilascio e attività delle 

metalloproteasi (MMP) tramite l’azione dell’ormone peptidico relassina. Uno 

studio analogo sul ruolo di S1P e del recettore S1P1 nel rilascio della MMP-2 

in cellule BM-MSCs è in corso di pubblicazione.   

Infine, dati recentemente pubblicati e riassunti nell’elaborato mostrano 

come i polifenoli e, in particolar modo, i tocoferoli, componenti degli estratti di 

Castanea sativa, possano svolgere un ruolo protettivo nei confronti della 

comparsa di un fenotipo atrofico.  
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CONCLUSIONI 

In maniera interessante e per la prima volta, i dati presentati in questa 

tesi sperimentale, mostrano un ruolo critico del metabolismo degli sfingolipidi 

nel mantenimento del fenotipo muscolare differenziato. In particolare, S1P 

svolgerebbe un’azione critica come fattore di sopravvivenza non solo in cellule 

satelliti, come riportato in letteratura, ma anche come fattore protettivo in grado 

di attenuare la comparsa di un fenotipo atrofico agendo sia come mediatore 

intracellulare (asse SphK1/S1P) che come ligando di specifici recettori 

(S1P1/S1P2).  

Inoltre, sono state riportate evidenze specifiche per lo sviluppo di possibili 

strategie farmacologiche, in quanto sono stati identificati nei recettori S1P1 e 

S1P2 potenziali targets per l’attenuazione della comparsa di atrofia muscolare.  

Un dato del tutto originale è anche la dimostrazione del possibile 

coinvolgimento dell’asse CerK/C1P nell’induzione dell’espressione dell’Ub-

ligasi Atrogin-1/MAFbx. 
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