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Introduzione

1. INTRODUZIONE

1.1 Il tessuto adiposo

Il tessuto adiposo (Adipose Tissue, AT) rappresenta nei vertebrati, e in particolare nei
mammiferi, la principale riserva energetica dell'organismo. L'energia viene immagazzinata sotto
forma di trigliceridi (TGs), costituiti da tre acidi grassi esterificati su una molecola di glicerolo;
gueste molecole idrofobiche possono essere immagazzinate in grande quantita in assenza di acqua
e hanno una resa energetica, per unita di massa, maggiore rispetto ad altri nutrienti. | trigliceridi
possono essere scissi in glicerolo ed acidi grassi (fatty acids, FA) mediante lipolisi, processo attivato
al momento del digiuno, quando vi e richiesta di energia o se la quantita di TGs eccede la capacita
di accumulo dell’adipocita (Lafontan & Langin 2009). Il glicerolo e gli acidi grassi liberati dal tessuto
adiposo vengono poi trasportati attraverso la circolazione sistemica e rilasciati successivamente a
muscolo, fegato ed altri organi, controllando la distribuzione lipidica nell’intero corpo e modulando
il bilancio dell’energia totale (Frayn 2002). Durante I'evoluzione, il tessuto adiposo si € specializzato
non solo nella funzione trofica, ma anche nel ricoprire un ruolo di protezione meccanica e
sostegno per l'organismo. Inoltre, negli ultimi anni, & stata rivalutata la sua funzionalita come
organo endocrino in grado di secernere ormoni e citochine che regolano I'omeostasi metabolica

(Coelho et al. 2013)

Il tessuto adiposo e stato a lungo considerato solo come un tessuto connettivo privo di una
particolare organizzazione. In realta, si tratta di un tessuto altamente organizzato a formare un
esteso organo con una struttura definita, precise caratteristiche citologiche, anatomiche e
specifiche innervazioni e vascolarizzazioni. Inoltre, presenta elevata plasticita nella sua fisiologia:
differenti tipi di stimoli, che siano di tipo nutrizionale o legati a modificazioni nella temperatura
ambientale, sono in grado di indurre variazioni anatomiche nell’'organo adiposo. Fra i tipi cellulari
che lo compongono si trovano elementi del sistema immunitario, cellule endoteliali, fibroblasti,

cellule staminali e adipociti a diverso stadio di differenziamento (Cinti 2011).

A seconda delle sue funzioni biologiche e distribuzione, il tessuto adiposo viene classificato in due
tipologie principali: tessuto adiposo bianco (White Adipose Tissue, WAT) e tessuto adiposo bruno
(Brown Adipose Tissue, BAT), [figura 1]. Il WAT localizzato nel tessuto sottocutaneo e intorno agli

organi viscerali circostanti, rappresenta il principale deposito di grasso nei mammiferi e nell'adulto.



Introduzione

In particolare, si distribuisce intorno all’'omento, all’intestino e in sede perirenale, cosi come nelle
natiche, nelle cosce e nellladdome in corrispondenza dei depositi sottocutanei. Puo ritrovarsi in
molte altre zone, incluse lo spazio retro-orbitale, il viso e le estremita, e nel midollo osseo (Gesta et
al. 2007). Costituisce un importante organo endocrino che regola la sensibilita all’insulina e il
metabolismo lipidico. Il BAT, caratteristico dei piccoli mammiferi e rappresentato nell'uomo
principalmente nella vita fetale e neonatale, € localizzato principalmente nelle regioni
paracervicale, perirenali e perisurrenali e nella porzione periscapolare. Questo tessuto &
specializzato nella produzione di calore (termogenesi), grazie alla presenza specifica dell’enzima
disaccoppiante UCP-1 (Adamczak & Wiecek 2013), [figura 1]. Le differenze morfologiche fra i due

tipi di tessuto riguardano forma, assetto mitocondriale e gocce lipidiche (Frontini & Cinti 2010).

BAT « core body thermal regulation
_____ supraclavicular * energy burning
~  _ paravertebral + abundant mitochondria

« high expression of UCP-1

Visceral WAT - * energy storage
« various adipokine secretion

=~ perirenal lati ith hiah incid f
___ retroperitoneal corre atlpn wnt igh incidence o
metabolic disorders
_— omental

mesenteric

Subcutaneous WAT -{ * insulating layer

abdominal * energy storage
« various adipokine secretion

« correlation with low incidence
of metabolic disorders

T~ gluteal
" —— femoral

Figura 1. Distribuzione dei depositi di BAT e WAT nell'adulto e nel neonato. Tratta e modificata da Choe et al. 2016.

1.1.1 Il tessuto adiposo bianco

Il tessuto adiposo bianco e costituito da cellule a stretto contatto e presenta scarsa matrice
extracellulare, costituita principalmente da collagene e fibre (Ahima 2006). Oltre agli adipociti, che
rappresentano il tipo predominante di cellule presenti, il WAT contiene cellule del tessuto
connettivo, fibre nervose, stroma vascolare, linfonodi, cellule dell'immunita (linfociti e macrofagi),

fibroblasti e preadipociti (cellula adiposa indifferenziata) (Ahima et al. 2000).
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Gli adipociti bianchi sono cellule uniloculari, di forma sferica e notevoli dimensioni (fino a 150-200
um): tale forma é correlata alla loro funzione, permettendo di ottimizzare lo spazio cellulare per
immagazzinare i trigliceridi. Gli adipociti sono caratterizzati dalla presenza di una singola grande
goccia lipidica costituita da trigliceridi, che occupa circa 1'85-90% della massa, comprimendo il
nucleo e gli altri organelli verso la membrana plasmatica. Il citoplasma e ridotto ad un sottilissimo
strato che circonda il vacuolo lipidico, dove sono visibili il reticolo endoplasmatico e I'apparato di
Golgi (Smorlesi et al. 2012, Bruun et al. 2005). Gli adipociti bianchi possiedono mitocondri piccoli

con creste orientate in varie direzioni (Frontini & Cinti 2010), [figura 2].

MITOCONDRI
NUCLEO

GOCCIA
LIPIDICA

Figura 2. Struttura schematica di una cellula adiposa bianca: il citoplasma é occupato quasi interamente da un’unica
goccia lipidica; nell’area residua, delimitata da membrana, sono visibili il nucleo decentrato e gli organuli cellulari.
Creata con BioRender.com.

Dal punto di vista funzionale, gli adipociti del WAT costituiscono il piu importante sistema di
regolazione del bilancio energetico. Sono infatti deputati ad accumulare molecole ad alto
contenuto energetico per permettere l'intervallo di tempo fra un pasto e l'altro: immagazzinano
TGs durante il consumo di cibo e rilasciano acidi grassi quando la spesa energetica supera I'apporto

calorico.
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SAT e VAT

Il tessuto adiposo bianco e diffuso in tutto I'organismo e pu0 essere a sua volta suddiviso, in base
alla localizzazione anatomica, in tessuto adiposo sottocutaneo (Subcutaneous Adipose Tissue, SAT)

e viscerale (Visceral Adipose Tissue, VAT).

Il SAT e localizzato sotto |'epidermide, in particolare a livello addominale, nei glutei e nella zona
femorale. E composto da grossi fasci di fibre che delimitano una serie di spazi occupati dagli
adipociti detti “logge adipose”, presenta poche terminazioni nervose, mentre risulta abbondante
Iirrorazione sanguigna. La sua funzione principale € il mantenimento della temperatura corporea e
la protezione meccanica al derma sottostante. Il SAT presenta una differente distribuzione nei due
sessi controllata principalmente dagli ormoni sessuali. Si parla, infatti, di distribuzione di tipo
ginoide (nelle donne, in cui la massa adiposa € localizzata nei fianchi e nei glutei) e androide (negli

uomini, in cui I'accumulo adiposo si trova concentrato nell’laddome al di sopra dell’'ombelico).

Il VAT e localizzato negli spazi tra gli organi interni, serve a mantenerli nell’'adeguata posizione ed
offre loro una protezione meccanica attenuando gli impatti nei movimenti (Guyton et al. 2000). A
seconda della sede anatomica in cui si localizza il VAT, si distingue in mesenterico, retro-peritoneale
e omentale. Rispetto al SAT, & dotato di un’abbondante vascolarizzazione, un’alta densita di fibre
nervose e presenta una componente di cellule dell'infiammazione e del sistema immunitario

(Bruun et al. 2005).

Le funzioni specifiche di SAT e VAT, derivanti dalla diversa localizzazione nell’organismo, sono
mediate da differenti meccanismi di regolazione legati in parte all'innervazione locale e all'azione
ormonale. Tale regolazione influenza numerosi processi a carico dell’adipocita maturo e del
precursore adipocitario, dall’laccumulo alla mobilizzazione dei lipidi, dalla risposta all'insulina alla
secrezione delle adipochine (lbrahim 2010, Lazar 2008). Laccumulo di grasso si osserva
inizialmente ed in base al background genetico a livello sottocutaneo, in genere come risposta
fisiologica ad una dieta con alto contenuto energetico non accompagnata da un’adeguata attivita
fisica. Il SAT agisce cosi da “deposito metabolico” in cui gli acidi grassi liberi (free fatty acids, FFA) e
il glicerolo sono immagazzinati sotto forma di TGs negli adipociti. Nel caso di un persistente
disequilibrio tra alimentazione e inattivita fisica, in particolare nell'ambito di un particolare assetto

genetico di suscettibilita, il tessuto sottocutaneo puo non essere piu in grado di accumulare il
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grasso in eccesso, che si accumula quindi nel tessuto viscerale profondo e perfino in sedi
ectopiche, come il muscolo e il fegato. Questo determina un’alterazione dell’equilibrio metabolico,
portando a disfunzioni patologiche. In questa condizione, il comparto adiposo e sottoposto a
stimolo ipertrofico (aumento delle dimensioni cellulari) e iperplastico (aumento del numero di

adipociti) (Cannon & Nedergaar 2004).

1.1.2 Il tessuto adiposo bruno

Il tessuto adiposo bruno e specializzato nella produzione di calore, processo noto con il nome di
termogenesi, che & estremamente sviluppato nel feto e nel neonato e scompare quasi
completamente nell'individuo adulto. Il BAT e localizzato nelle aree cervicale, ascellare,
interscapolare e tra i muscoli intercostali, sterno, intorno a reni, cuore, aorta e principali arterie e
vene, quali carotidi, succlavie e renali. Le zone che contengono prevalentemente adipociti bruni
sono fortemente vascolarizzate e innervate con fibre del sistema nervoso simpatico, che ne

regolano I'attivita mediante il rilascio di noradrenalina (Frontini & Cinti 2010).

Gli adipociti bruni o multiloculari hanno un diametro di circa 30-40 um e sono cellule piu piccole
rispetto all'adipocita bianco (Pond 2001). Morfologicamente, tali cellule presentano al loro interno
numerose gocce lipidiche di varie dimensioni, un citoplasma abbastanza esteso, un nucleo sferico
centrale e molti mitocondri che rilasciano calore mediante l'ossidazione degli acidi grassi (Cannon
& Nedergaard 2004), [figura 3]. In queste cellule, i mitocondri presentano una forma ovoidale e
sono ricchi di creste laminari, caratteristiche per la presenza della proteina UCP-1 (Uncoupling
Protein-1 o termogenina) responsabile del processo di termogenesi (Rial & Gonzalez-Barroso 2001,

Cinti et al. 1989)
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MITOCONDRI

GOCCE
LIPIDICHE

Figura 3. Struttura schematica di una cellula adiposa bruna: nel citoplasma si trovano numerose gocce lipidiche e
numerosi mitocondri. Creata con BioRender.com.

L'alta concentrazione di mitocondri e di citocromo ossidasi ad essi associati conferiscono al tessuto
la tipica colorazione bruna rispetto al tessuto adiposo bianco e lo rendono facilmente distinguibile
dal punto di vista morfologico (Curi et al. 2002). Anche la vascolarizzazione di questo tipo di
tessuto adiposo contribuisce nel renderlo particolarmente scuro: la densa rete di capillari che
circonda gli adipociti bruni e il risultato di una grande produzione del fattore di crescita endoteliale
(Vascular Endothelial Growth Factor, VEGF) da parte delle cellule stesse. Tale caratteristica e
dovuta alla necessita degli adipociti bruni di avere a disposizione alti livelli di ossigeno e nutrienti
per sostenere lattivita termogenica e rappresenta il modo ottimale per distribuire il calore

prodotto nell’'organismo (Farmer 2008).

Lo sviluppo di calore & determinato dall’espressione specifica nel BAT di UCP-1, che si localizza
nella membrana mitocondriale interna come un canale protonico: tale proteina determina la
dissipazione di parte del gradiente elettrochimico generato nella fosforilazione ossidativa,
permettendo ai protoni accumulatisi nello spazio intermembranale di tornare nella matrice
mitocondriale. Questo disaccoppiamento della catena respiratoria dalla fosforilazione ossidativa
determina una veloce ossidazione del substrato con una esigua produzione di ATP (Enerback
2010). Lesposizione a temperature al di sotto della termoneutralita attiva il sistema nervoso

simpatico che rilascia noradrenalina, una catecolamina che stimola la funzionalita degli adipociti
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bruni interagendo con i recettori B3-adrenergici. Linterazione tra noradrenalina e recettore B3,
attiva una proteina G associata al recettore, la quale a cascata attiva la via del’AMPc, che porta
alla fosforilazione della PKA. Quest’ultima determina la lipolisi degli acidi grassi contenuti nei
vacuoli lipidici utilizzati come substrato energetico nella termogenesi e 'aumento dell’espressione

dell’lUCP-1.

Negli ultimi anni, & stata scoperta una nuova categoria di adipociti brown-like sottostante un
differente pattern di espressione genica rispetto agli adipociti bianchi o bruni. Questa tipologia di
cellule risiede all’interno del WAT, in particolare dei depositi inguinali: si parla in questa contesto di

adipociti beige/brite o adipociti bruni inducibili (Wu et al. 2012).

Transdifferenziamento e browning

Lorgano adiposo si presenta come una struttura complessa e dotata di proprieta altamente
plastiche, tra le quali la capacita da parte delle sue cellule parenchimali, ossia gli adipociti, di
riprogrammare l'espressione genica e “transdifferenziare” in altre cellule con diversa morfologia e
fisiologia (intesa come stato fisiologicamente reversibile) (Cinti 2012). Il numero di adipociti bruni e
bianchi nell'organo adiposo non & fisso, ma varia in funzione di condizioni fisiologiche e

patologiche.

Nonostante si ritenesse che l'esistenza del BAT nell’'uomo fosse ristretta al periodo neonatale e
della prima infanzia e che questi depositi tendessero ad atrofizzarsi con I'eta e con la disfunzione
adiposa, recenti evidenze sperimentali hanno dimostrato la coesistenza di adipociti bruni e bianchi
all'interno di depositi WAT. La natura delle cellule brune che si formano all’interno dei depositi
bianchi sembra essere differente anche dalla cellula adiposa bruna classica (depositi interscapolari,
lungo il collo, la colonna vertebrale e perirenali, nel’'uomo). Queste cellule, infatti, hanno
caratteristiche brune meno spiccate (minor espressione e attivita di UCP-1) rispetto all’adipocita
classico e per questo sono state denominate brite o beige (Petrovic et al. 2010). Lorigine di questi
adipociti bruni e stata ipotizzata attraverso differenti modelli, che prevedono comunque un
fenomeno definito come browning del WAT, cioe di comparsa di adipociti maturi bruni all’interno
di tessuto adiposo bianco (Giralt & Villaroya 2013, Barbatelli et al. 2010). Essenzialmente ci sono
due modelli ipotizzati per spiegare questo fenomeno di browning, basati su varie evidenze

sperimentali.
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La prima ipotesi che spiega la comparsa di cellule brune all’interno dei depositi di grasso bianco &
quella della transdifferenziazione. Si tratta di un fenomeno biologico attraverso il quale, sotto
opportuno stimolo, un adipocita maturo bianco si converte in modo diretto, funzionalmente e
fenotipicamente, in adipocita maturo bruno senza sottostare a dedifferenziamento e senza che ci
sia apoptosi (Cinti 2005). Allo stato basale e in assenza di stimoli, gli adipociti mostrerebbero
morfologia uniloculare con un’unica grande goccia lipidica, oltre che un pattern di geni del tutto
simile a quello degli adipociti bianchi. Tuttavia, a sostegno del transdifferenziamento e stata
proposta |'esistenza delle cosiddette cellule “pauciloculari”: in seguito a stimolazione indotta ad
esempio dalle basse temperature, questi adipociti presenterebbero transitoriamente una
“morfologia intermedia”, con tanti piccoli vacuoli lipidici che ne circondano uno piu grande
(Himms-Hagen et al. 2000). Queste variazioni risultano infine nell’espressione di UCP-1 e nella
caratteristica struttura multiloculare tipica degli adipociti bruni (Sharp et al. 2012, Waldén et al.
2012, Wu et al. 2012). Si tratta di un processo reversibile: come riportato da esperimenti condotti
su modelli murini, il passaggio da basse temperature a temperatura ambiente riconverte gli
adipociti a bianchi con un basso livello di espressione dei markers tipici dell'adipocita bruno. Per
gueste ragioni e stato concluso che il browning (e anche l'inverso, il whitening) & un fenomeno
interconvertibile dipendente dalle condizioni del microambiente (Rosenwald et al. 2013), [figura

4.

La seconda ipotesi suggerisce che il lineage bruno presenti un precursore differente dal bianco e
differenzia in bruno sotto opportuno stimolo. In questo caso, la comparsa di grasso bruno nei
depositi di WAT viene ricondotta ad un’adipogenesi de novo, [figura 4]: alcuni induttori (ad
esempio TZD, BMP-7 e COX2) potrebbero essere responsabili di un differenziamento verso
adipocita brite a partire da progenitori residenti, con marcatori precoci differenti dal lineage bruno
classico quali CD137, TMEM26, Tbx1 (Cawthorn et al. 2012).

Questo meccanismo e stato anche confermato da alcuni lavori condotti su modelli transgenici di
topo con marcatura di tipo lineage tracing, che ha permesso di tracciare la nicchia staminale e le
cellule generate dalla stimolazione del differenziamento di tale nicchia (AdipoChaser mouse)

(Wang et al. 2013).

Benché i dati ottenuti fino ad oggi sul fenomeno del browning siano cospicui, gli esatti meccanismi
molecolari che ne sono alla base non sono ancora stati chiariti e sono tutt’ora oggetto di dibattito

tra vari gruppi di ricerca. E altrettanto probabile che le due ipotesi non siano mutualmente
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escludenti, e che quindi i meccanismi di transdifferenziamento e l'adipogenesi de novo possano
coesistere in determinate aree anatomiche, dove differenti stimoli in differenti momenti

potrebbero attivare 'uno o 'altro pathway (Townsend & Tseng 2012).

Physiologically reversible adipocyte transdifferentiation occurs in certain situations
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Figura 4. Plasticita dell'organo adiposo. Tratta e modificata da Cinti 2012.

In realta, fin dagli anni 80 del ‘900, nell’'uomo adulto era stata gia descritta la comparsa di adipociti
bruni all’interno di depositi di WAT in alcune condizioni patologiche quali il feocromocitoma, un
tumore endocrino della midollare del surrene caratterizzato da alti livelli di produzione di
catecolamine: in questo contesto alcuni ricercatori scoprirono la presenza di cellule multiloculari,
ricche in mitocondri e positive per UCP-1, all’'interno dei depositi del grasso bianco viscerale che
circondano la lesione. Spiegazione di tutto cio fu ricondotta al rilascio locale, mediato dal tumore,

di catecolamine, fattori trofici per lo sviluppo di BAT (Lean 1986, Ricquier 1982).

Come accennato in precedenza, sono diversi e di varia natura i fattori che possono essere
considerati responsabili del browning del WAT. Tra questi, |'esposizione cronica a basse
temperature € considerata un potente induttore del fenotipo brite/beige, in quanto in grado di
apportare incisive variazioni nel metabolismo e nell’espressione genica. Inoltre, & in grado di
stimolare il differenziamento dei precursori entro una sola settimana dall’esposizione (Rosenwald
et al. 2013). Lattivita termogenica viene regolata da canonici pathways che coinvolgono i recettori
B-adrenergici, attraverso il sistema nervoso. Le catecolamine, come la norepinefrina, attivano i
recettori B-adrenergici (nell’'uomo ne esistono 3 sottotipi, I'1, il 2 e il 3, ma principalmente sono il 3

e I'l a mediare la risposta alla norepinefrina) che sono accoppiati a proteine G determinando un
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aumento dei livelli intracellulari di cAMP. Questo segnale si traduce nella mobilizzazione degli acidi
grassi ed induce nei mitocondri I'espressione di UCP-1 nella cosiddetta termogenesi “non da
brivido”. In conclusione, le catecolamine o gli agonisti dei recettori B- adrenergici sono in grado di
mimare la maggior parte degli effetti termogenici (Giacobino 1995, Lafontan & Berlan 1993,
Himms-Hagen 1990). Altri agenti come i tiazolidinedioni, attivatori di PPARy, sono in grado di
promuovere il browning del WAT (Ohno et al. 2012).

Inoltre, sono stati piu recentemente descritti alcuni mediatori fisiologici non adrenergici capaci di
stimolare I'attivita del tessuto bruno ed il browning (Villarroya & Vidal-Puig 2013). Sebbene alcune
di queste molecole agiscano indirettamente, modulando I'attivazione del simpatico e i successivi
pathways noradrenergici, la maggior parte di questi agenti, tra cui FGF21 (Fibroblast Growth
Factor-21) e i peptidi cardiaci ANP/BNP, sembra avere degli effetti diretti sugli adipociti bruni e sul
meccanismo di transdifferenziamento (Bordicchia et al. 2012, Fisher et al. 2012).

Piu recentemente e stata descritta l'irisina, un nuovo fattore ormonale in grado di convertire
grasso bianco in brite, piu propenso a fare termogenesi. Lirisina € secreta e rilasciata dal muscolo
durante l'esercizio fisico, e sembra condizionare il processo di browning del WAT ma non la classica
attivazione del BAT (Bostrom et al. 2012), [figura 5].

Oltre a questi stimoli, altri fattori sono in grado di potenziare il reclutamento di cellule brite, tra i
guali le prostaglandine, generate localmente dalla COX-2, BMP8b, il fattore di trascrizione FOX2c e
la guanosina monofosfato ciclico (Jennissen 2012, Whittle et al. 2012, Yang et al. 2003). Infine,

anche l'iper-espressione di BMP4 sembra promuovere il browning (Qian et al. 2013).
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Figura 5. Principali regolatori del processo di browning e loro meccanismi d’azione. Tratta da Park et al. 2014.

SWAT

La stimolazione della conversione WAT-BAT puo rappresentare una nuova strategia terapeutica
nelle malattie di tipo metabolico. In merito a questa possibilita, due recenti studi hanno dimostrato
per la prima volta che cellule staminali adipose ottenute da grasso sottocutaneo ed indotte a
adipociti del lineage brite/beige tramite VEGF, possono apportare incisivi miglioramenti nella
tolleranza al glucosio e nella steatosi epatica se trapiantate in topi NSG (NOD scid gamma) (Wang
& Scherer 2016, Min et al. 2015). Questi dati hanno aperto nuovi orizzonti per I'utilizzo terapeutico
del browning che potrebbe essere un utile strumento per affrontare i problemi legati alle terapie
farmacologiche contro l'obesita (Cypess & Kahn 2010). Nonostante cio, I'attivazione farmacologica
del sistema nervoso simpatico non sembra essere utile nel promuovere la perdita di peso tramite il
potenziamento dell’attivita del BAT per via dei numerosi effetti collaterali (Yen & Ewald 2012).
Inoltre, potrebbe essere considerata una nuova proprieta cellulare fisiologica di vasta applicazione

in campo biomedico (Cinti 2011).

11



Introduzione

1.1.3 Metabolismo del tessuto adiposo

Come principale riserva energetica, il tessuto adiposo ha la funzione di immagazzinare trigliceridi e
rilasciare acidi grassi mediante, rispettivamente, i processi metabolici di lipogenesi e lipolisi.

In sintesi, durante la fase di alimentazione viene stimolato il pathway di lipogenesi, facendo si che i
TGs si depositino all’interno degli adipociti; nella fase di digiuno viene al contrario incentivato il
processo di lipolisi, che promuove I'idrolisi dei TGs e il rilascio di acidi grassi (Luo & Liu 2016). Il
bilancio tra lipogenesi e lipolisi a livello del tessuto adiposo e fondamentale ai fini del

mantenimento dell’lomeostasi energetica e della sensibilita insulinica.

La lipogenesi € il processo che comprende la sintesi de novo degli acidi grassi e la biosintesi dei
trigliceridi, [figura 6]. Per la biosintesi dei trigliceridi i substrati richiesti sono una molecola di
glicerolo-3-fosfato e 3 molecole di acidi grassi. Per produrre glicerolo 3-fosfato sono necessari
glucosio e i suoi trasportatori (Glucose Trasporter). Nella fase post-prandiale, in seguito a
stimolazione insulinica, si verifica la traslocazione sulla membrana del trasportatore di glucosio
(GLUT4) determinando l'uptake di glucosio dal circolo sanguigno nell'adipocita. Il glucosio viene
metabolizzato in acetil-CoA, che in parte viene trasformato dall'enzima acetil-CoA carbossilasi per
la sintesi de novo degli acidi grassi (Luo & Liu 2016). Oltre alla captazione di glucosio all’'interno
degli adipociti, I'insulina attiva enzimi glicolitici e lipogenici e induce I'espressione del gene SREBP1
(Sterol Regulatory Element-Binding Protein 1), che regola I'espressione di geni richiesti per la
sintesi di colesterolo, acidi grassi, TGs e fosfolipidi (Ferre & Foufelle 2007, Assimacopoulos-Jeannet
et al. 1995). Oltre a SREBP1, anche il fattore di trascrizione ChREBP (Carbohydrate Response
Element-Binding Protein) induce I'espressione di geni coinvolti nella lipogenesi de novo,
modulando il metabolismo glucidico e lipidico del tessuto epatico e del tessuto adiposo (Eissing et

al. 2013, Herman et al. 2012).

Gli acidi grassi, sintetizzati de novo a partire dall'acetil-CoA o presenti in circolo associati alle
lipoproteine ricche in trigliceridi, quali chilomicroni e VLDL (Very Low Density Protein), che
vengono internalizzati negli adipociti, sono quindi esterificati con glicerolo-3-fosfato per formare i
trigliceridi (Coelho et al. 2013). L'enzima lipoproteina lipasi (LPL) secreto dagli adipociti, trasloca
nel lume vasale, idrolizza i trigliceridi contenuti nelle lipoproteine in circolo e consente l'ingresso
degli acidi grassi negli adipociti (Kersten 2014). L'enzima diacilglicerolo-aciltrasferasi (DGAT)

catalizza l'ultima tappa del processo di esterificazione degli acidi grassi ed e responsabile del
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deposito dei lipidi nel tessuto adiposo (Harris et al. 2011, Smith et al. 2000).
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Figura 6. Processi metabolici di lipogenesi e lipolisi nel tessuto adiposo. Tratta da Luo & Liu 2016.

All'opposto della lipogenesi, la lipolisi e il processo catabolico che porta alla demolizione dei
trigliceridi immagazzinati negli adipociti e successivamente al rilascio di glicerolo e acidi grassi
liberi (Carmen & Victor 2006, Langin & Arner 2006, Zechner et al. 2005), [figura 6]. Quest'ultimi
viaggeranno attraverso il flusso sanguigno fino al fegato, ai muscoli e verso altri organi per essere
ossidati e ricavare energia (Coelho et al. 2013).

Nella fase di digiuno, l'abbassamento della concentrazione di glucosio nel sangue porta alla
secrezione di glucagone e riduce il rilascio di insulina da parte del pancreas. Il glucagone, a
concentrazioni elevate, € responsabile dell'attivazione della via di segnalazione della protein
chinasi A (PKA) c-AMP dipendente e della lipolisi negli adipociti. | primi enzimi attivati durante la
lipolisi sono la lipasi adiposa del trigliceride (Adipose Trygliceride Lipase, ATGL) e la lipasi ormone
sensibile (Hormone Sensitive Lipase, HSL) (Haemmerle et al. 2002). La ATGL e responsabile della
conversione dei trigliceridi a di-gliceridi. L'HSL converte i di-gliceridi a mono-gliceridi e idrolizza

guest'ultimi ad acidi grassi liberi e glicerolo.
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Gli acidi grassi detti "liberi", perché non piu esterificati, prendono anche il nome di FFA o NEFA
(Free Fatty Acids o Non-Esterified Fatty Acids). Queste molecole vengono rilasciate nel plasma
sanguigno, trasportate dall'albumina (proteina trasportatrice), cosi che possano rendersi

disponibili a livello dei vari tessuti.

Il sistema nervoso centrale gioca un ruolo importante nella regolazione dei processi di lipogenesi e
lipolisi attraverso un meccanismo sia diretto che indiretto. Il sistema simpatico promuove,
attraverso la stimolazione B-adrenergica, I'attivita catabolica; I'HSL viene attivata in risposta a
stimoli B-adrenergici dalle catecolamine (adrenalina, noradrenalina) e viene disattivata dalla
defosforilazione in risposta all'insulina e ad altri agenti anti-lipolitici (cioe che impediscono la
mobilizzazione del grasso) (Pénicaud et al. 2000). Al contrario il sistema parasimpatico stimola
I'attivita anabolica attraverso l'aumento della produzione di insulina, dei livelli di glucosio e

I'immagazzinamento degli acidi grassi (Kreier et al. 2002).
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1.1.4 1l tessuto adiposo come organo endocrino

Per molto tempo il tessuto adiposo e stato considerato un organo con funzioni semplici,
rappresentate dalla capacita di fornire un isolamento termico e meccanico e di immagazzinare
I'eccesso di energia sotto forma di trigliceridi, per restituirla, secondo i bisogni, come acidi grassi
liberi. Tuttavia, negli ultimi 20 anni le funzioni biologiche del tessuto adiposo sono state riviste e
oggi e considerato come un vero e proprio organo dinamico, coinvolto in un‘ampia gamma di
processi biologici e metabolici. Il tessuto adiposo € infatti un organo endocrino, capace di
secernere una serie di ormoni, fattori di crescita e del complemento, enzimi nel complesso

chiamati adipochine.

La natura endocrina del tessuto adiposo e stata confermata con lidentificazione e la
caratterizzazione della leptina nel 1994 (Zhang et al. 1994), mentre, solo due anni dopo, € stato
definito per la prima volta “organo endocrino” sulla base del ruolo della leptina stessa (Smith
1996). Studi successivi hanno permesso di identificare una serie di sostanze ad azione endocrina e

paracrina (Nedergaad et al. 2005).

Il termine “adipocitochine” viene utilizzato per la prima volta nel 1999, ad indicare una serie di
proteine biologicamente attive secrete dagli adipociti e implicate nei processi infiammatori
(Funahashi et al. 1999). Sebbene molti di questi peptidi siano correlati con I'infiammazione, questa
definizione non & sembrata esaustiva in quanto inquadra solo in parte I'ampio spettro di funzioni
svolte da queste molecole; ad oggi si preferisce infatti utilizzare il termine di “adipochine” per
identificare tutte le molecole sintetizzate e secrete dal tessuto adiposo (Wang et al. 2008, Trayhurn
& Wood 2004). Tuttavia, studi hanno dimostrato che un numero considerevole di adipochine viene
secreto principalmente dalla frazione vasculo-stromale, ma non dagli adipociti (Fain & Madan
2005, Fain et al. 2004, Xu et al. 2003). Quindi, secondo una definizione pil rigorosa, il termine
“adipochine” si riferirebbe solo alle proteine secrete in maniera specifica dalle cellule adipose o da

preparazioni arricchite in adipociti (Wang et al. 2008, Rajala & Scherer 2003).

Adipochine

Le adipochine sono un gruppo eterogeneo di proteine che hanno strutture e funzioni diverse,
[figura 7). Fino ad oggi sono state identificate piu di 20 differenti (Ebtesam 2013), tra le quali:

- proteine coinvolte nel sistema immunitario e nei processi inflammatori come il fattore di
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necrosi tumorale (Tumor Necrosis Factor-a, TNF-a) e I'interleuchina-6 (Interleukin-6, IL-6);

- fattori di crescita come il fattore di crescita trasformante-p (Trasforming Growth Factor- 8,
TGF-B);

- proteine coinvolte nella cascata alternativa del complemento come I'adipsina;

- angiotensinogeno che svolge un ruolo cardine nella regolazione della pressione arteriosa;

- inibitore-1 dell'attivatore del plasminogeno (Plasminogen Activator Inhibitor-1, PAI-1)
coinvolto nella coagulazione del sangue;

- adiponectina, resistina e leptina coinvolte nella regolazione dell’'omeostasi glicemica;

- fattore di crescita dell'endotelio vascolare (Vascular Endothelial Growth Factor, VEGF),

coinvolto nell'angiogenesi vascolare.
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Figura 7. Rappresentazione schematica delle funzioni fisiologiche svolte dalle adipochine. Tratta da Luo & Liu 2016.

Alcune di queste adipochine, sono prodotte esclusivamente nel tessuto adiposo, quali la leptina e
I'adiponectina, mentre altre sono citochine infiammatorie. Le adipochine funzionano come classici
ormoni circolanti che comunicano con altri organi incluso il cervello, il fegato, il muscolo, il sistema
immunitario e lo stesso tessuto adiposo (Kwon & Pessin 2013). Agiscono sia localmente che a
livello sistemico con un’azione endocrina, paracrina e autocrina (Adamczak & Wiecek 2013). Oltre
a questa miriade di segnali efferenti, il tessuto adiposo esprime un ampio pannello recettoriale che

gli permette di rispondere attivamente agli stimoli ormonali e di comunicare con gli organi piu
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distanti e con il sistema nervoso centrale.

Le adipochine sono implicate in svariate funzioni fisiologiche: contribuiscono alla regolazione della
risposta immunitaria, della pressione arteriosa, dell'angiogenesi, del metabolismo lipidico e
dell'emostasi. Hanno un ruolo centrale nel controllo dell'energia metabolica, dello stato di
nutrizione dell’'organismo, incluso I'apporto e la spesa energetica, oltre alla sensibilita insulinica.
Costituiscono, quindi, una rete di regolazione dell'infiammazione, dell'attivita insulinica e del
metabolismo glucidico a livello locale e sistemico. Un’alterata secrezione di molte adipochine &
associata all’instaurarsi di processi inflammatori legati poi allo sviluppo e progressione di disordini
metabolici come l'obesita, I'aterosclerosi, l'insulino-resistenza e il diabete mellito di tipo 2
(Ebtesam 2013). Lobesita, caratterizzata da un’espansione disfunzionale del tessuto adiposo,
infatti, si associa ad uno squilibrio della secrezione di adipochine. Molti esperimenti in vitro e in

vivo hanno confermato le numerose importanti funzioni delle adipochine nell’organismo.

La leptina € un ormone proteico di 16 kDa, € considerata una citochina pro-inflammatoria ed
appartiene alla famiglia dell’IL6. E stata la prima adipochina ad essere identificata nel 1994 come
prodotto del gene "lep", omologo del gene murino "ob" (Zhang et al. 1994). Studi di
immunoistochimica hanno dimostrato che I'ormone & presente negli adipociti maturi all'interno di
vescicole di secrezione e viene rilasciato rapidamente in seguito ad assunzione di cibo (Bornstein et
al. 2000).

La leptina e l'adipochina piu caratterizzata: i primi studi sono stati effettuati in modelli murini
(ob/ob) mutati in cui la mancata produzione di questa proteina era associata a incapacita nel
mantenere/produrre calore, deficit nella crescita, aumentato ipogonadismo, accentuato senso di
appetito che nel complesso portano all’'obesita, insulino-resistenza e al diabete mellito di questi
topi (Zhang et al. 1994).

Anche nell'uomo il deficit congenito di leptina determina un’obesita grave, con alterata
termogenesi e insulino-resistenza (Farooqgi et al. 2002). La leptina svolge infatti un ruolo
importante nella regolazione del bilancio energetico agendo a livello ipotalamico sui neuroni del
nucleo arcuato dell’ipotalamo stimolando neuropeptidi che inibiscono I'assunzione di nutrienti e
favoriscono un aumentato consumo energetico (Ahima et al. 2000). Nella fase di digiuno, il gene
lep viene down-regolato, con una conseguente diminuzione di leptina circolante, la cui espressione

risulta aumentata in seguito ad assunzione di cibo (Trayhurn et al. 2001).
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Tuttavia, altri fattori sia metabolici che endocrini contribuiscono alla regolazione della sua
trascrizione: insulina, glucocorticoidi, estrogeni e citochine infiammatorie come il TNF-a
aumentano i livelli di leptina, mentre la bassa temperatura (Bing et al. 1998), gli stimoli
adrenergici, I'ormone della crescita (GH), ormoni tiroidei e il fumo ne riducono i livelli (Trayhurn et
al. 1999).

In aggiunta a queste importanti funzioni, quest’'ormone regola la riproduzione, I'angiogenesi, la
pressione arteriosa, 'osteogenesi e I'attivita dell’asse ipotalamo-ipofisi-gonadi (Adamczack et al.
2013); nella risposta immunitaria la leptina & responsabile dell’'aumentata capacita di produzione

di citochine, fagocitosi dei macrofagi e della proliferazione delle cellule T.

Ladiponectina (APN) € un ormone proteico di 30 kDa, prodotto dal gene apM1, che e stato
descritto per la prima volta nel 1995 ed e localizzato sul cromosoma 3 nella regione q27 (Coelho et
al. 2013). Puo circolare in forma di trimero a basso peso molecolare (LMW), di esamero a medio
peso molecolare (MMW) o come complesso di maggiori dimensioni ad elevato peso molecolare
(HMW). Ciascun monomero di adiponectina consta di 3 domini: una regione N-terminale variabile,
un dominio a a-elica di tipo collagenoso e un caratteristico dominio globulare al C- terminale
(Kaser et al. 2008).

Ladiponectina & secreta quasi esclusivamente dagli adipociti ed ha proprieta insulina-
sensibilizzanti (Adamczak et al. 2013): rappresenta la piu abbondante proteina prodotta dal
tessuto adiposo e la sua concentrazione varia da 5 a 30 pg/ml e rappresenta circa lo 0,01% delle
proteine plasmatiche totali (Arita et al. 1999). Questa adipochina gioca un ruolo chiave nel
metabolismo di carboidrati e lipidi; la sua produzione e stimolata dall’insulina ed ¢ inibita da TNF-a
ed IL-6 (Kuryszko et al. 2016).

Ad oggi sono stati identificati due recettori dell’adiponectina, entrambi a sette domini
transmembrana, ma differenti sia per la struttura che per la funzione. Il recettore di tipo 1 (ADIPO-
R1) é principalmente espresso nel muscolo mentre ADIPO-R2 é principalmente espresso nel
fegato. Gli effetti biologici sono collegati non solo alla concentrazione plasmatica ma anche alla
specificita del tessuto (Oh et al. 2007). L'adiponectina non mostra comunque grandi fluttuazioni
nella sua concentrazione plasmatica, a dimostrazione del fatto che il suo rilascio non e “acuto” ma
regolato da variazioni metaboliche a lungo termine (Coelho et al. 2013).

Diversi studi hanno dimostrato che vi € una correlazione inversa tra i livelli dell’lormone in circolo e

il rischio di obesita, di insulino-resistenza e patologie cardiovascolari. Al contrario della leptina, la
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concentrazione plasmatica di adiponectina € piu bassa negli obesi rispetto ai soggetti sani. La
concentrazione plasmatica di adiponectina & piu bassa anche nei maschi rispetto alle femmine e
nei pazienti con diabete mellito di tipo 2 rispetto a soggetti sani (Adamczak et al. 2013). Nell'uomo,
il fatto che i livelli circolanti di APN, prodotta dal tessuto adiposo, siano ridotti proprio negli
individui obesi, che presentano invece uno sviluppo del comparto adiposo, risulta un paradosso: in
realta tale contraddizione puo essere spiegata dal fatto che sembra esistere un meccanismo a
feedback negativo sulla produzione di APN, che si attiva nel momento in cui si sviluppa l'obesita
(Tilg et al. 2006). Si pud quindi ipotizzare che I'anomalo sviluppo del tessuto adiposo determini una
disfunzione nella secrezione di tale adipochina.

LAPN svolge numerose funzioni, alcune delle quali appaiono ancora oggi controverse. Certamente,
un ruolo importante e correlato alllaumento di sensibilita all’insulina, poiché incrementa I'uptake
di glucosio nel muscolo scheletrico, favorendo l'ossidazione degli acidi grassi attraverso la via
dell’'enzima adenosina mono-fosfato chinasi (AMP-K), e inibendo la produzione di glucosio da parte
del fegato (Schondorf et al. 2005). Topi knock-out per il gene dell'adiponectina mostrano
un’elevata resistenza insulinica (Maeda et al. 2002), fenomeno revertito in seguito a
somministrazione di APN ricombinante (Yamauchi et al. 2001).

E stato dimostrato che I'adiponectina ha potenti proprieta anti-infiammatorie (Hyokjoon et al.
2013): questa adipochina e anche un importante mediatore nella risposta immunitaria, in grado di
interagire con le cellule del sistema immunitario come macrofagi e monociti, inoltre favorisce la
produzione di citochine anti-infiammatorie da parte dei monociti, macrofagi e cellule dendritiche
(Tilg et al. 2006).

Per quanto riguarda i macrofagi, 'APN determina un’inibizione della produzione di citochine pro-
inflammatorie (IL-6 e TNF-a) attraverso l'inibizione di NF-kB (Nuclear Factor kB) e stimolando la
produzione di un‘altra citochina anti-infiammatoria, IL-10. Inoltre, 'APN modula I'attivazione delle
cellule T e la funzione inflammatoria delle cellule NK (Hyokjoon et al. 2013); infine induce anche la
fagocitosi per rimuovere le cellule apoptotiche (Takemura et al. 2007).

La proteina C reattiva ad alta sensibilita (high sensitivity C Reactive Protein, hs-CRP) € un marker di
rischio per l'ateroscleorosi coronarica ed & espressa anche nel tessuto adiposo. Una relazione
inversa tra APN e CRP é stata rilevata in persone con aterosclerosi. Tale correlazione supporta
I'ipotesi che 'APN e un antagonista dello sviluppo dell’aterosclerosi e dell’inflammazione vascolare.
L'adiponectina inibisce I'adesione dei monociti all'endotelio, la produzione di citochine da parte dei

macrofagi e la fagocitosi. In piu, inibisce la produzione e lattivita del TNF-a e blocca la
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trasformazione dei macrofagi in cellule schiumose (Lago et al. 2007).

La resistina € un ormone che deriva dagli adipociti, costituita da 114 aminoacidi e identificata per
la prima volta nel topo obeso. E cosi chiamata a causa della sua resistenza all'azione dell'insulina
(Ebtesam et al. 2013).

Nell’ uomo, il gene della resistina & localizzato sul cromosoma 19 nella regione p13.2; viene secreto
dagli adipociti in quantita notevoli durante I'adipogenesi. L'espressione di resistina € maggiore nel
tessuto adiposo bianco rispetto al tessuto adiposo bruno, ed in particolare nel tessuto viscerale.
Molti studi supportano I'ipotesi che ci sia un’associazione tra la resistina e I'insulino-resistenza: in
esperimenti su modelli di topi obesi, dove tale ormone era stato neutralizzato usando un
anticorpo, era stato osservato un aumento della tolleranza al glucosio e della sensibilita all’insulina.
Al contrario iniezioni di resistina provocavano negli animali intolleranza al glucosio e
iperinsulinemia (Banerjee 2003). Si ipotizza che I'ormone moduli le vie di segnalazione insulino-
indipendenti (Hotamisligil 2003). La funzione della resistina non & quella di bloccare l'azione
dell'insulina quando c’e@ disponibilita di alimenti, ma piuttosto di far adattare l'organismo ai
momenti di digiuno, quando il livello di glucosio nel sangue diminuisce e viene favorita la
mobilitazione degli acidi grassi. E stato osservato che negli obesi i livelli di resistina nel sangue sono
aumentati (Ebtesam 2013); elevati livelli dell’lormone in circolo sono associati anche a processi
aterogenici e alle relative complicanze (Piestrzeniewicz et al. 2008). La resistina & considerata una
molecola pro-infiammatoria, che svolge un ruolo importante nella patogenesi del diabete e delle

sue complicanze.

Il tessuto adiposo secerne fra le citochine pro-inflammatorie il TNF-a che svolge numerose
funzioni, ad esempio e attivamente coinvolto nel processo infiammatorio, induce la produzione di
altre citochine infiammatorie (IL-1 e IL-6) e favorisce l'insulino-resistenza (Fonseca-Alaniz et al.
2007). Piu in particolare, agisce sui processi insulino-dipendenti, fra cui 'omeostasi dei carboidrati
e il metabolismo dei lipidi (Sethi et al. 1999); inoltre inibisce la lipogenesi e stimola la lipolisi.
Il TNF-a € una citochina tipicamente pro-infiammatoria i cui livelli aumentano nei roditori e negli
esseri umani obesi (Hyokjoon et al. 2013).
Sono molte altre le adipochine secrete dagli adipociti, fra cui ricordiamo:

- interleuchina-6 (IL-6), molecola proteica secreta da macrofagi e dai linfociti T, stimola la

produzione di IgG e in dose limitata provoca la lipolisi. E altamente espressa nel tessuto

adiposo e correla positivamente con l'obesita;
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la proteina che stimola l'acilazione (Acylation-Stimulating Protein, ASP) aumenta la
lipogenesi e inibisce la lipolisi;

Iinibitore-1 dell’attivatore del plasminogeno (PAI-1), che provoca la formazione di trombi e
la rottura di placche aterogeniche instabili;

angiotensinogeno, renina e l'enzima di conversione dell'angiotensina (Angiotensin-
Converting Enzyme, ACE), che prendono parte alla differenziazione degli adipociti e alla
lipogenesi;

visfatina, che regola 'omeostasi glicemica;

apelina, e coinvolta nella regolazione dell’ingresso nutrizionale ed ha inoltre diverse
funzioni fisiologiche di regolazione dell’'omeostasi dei fluidi, frequenza cardiaca e funzioni
metaboliche. E prodotta dagli adipociti, e i livelli plasmatici aumentano nei roditori e negli

esseri umani obesi.
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1.2 L'adipogenesi

L'adipogenesi rappresenta il processo di differenziamento che porta alla formazione di adipociti
maturi a partire da precursori cellulari indifferenziati: i preadipociti sono piccole cellule con
morfologia simile a quella dei fibroblasti che, dopo un’adeguata stimolazione, vengono convertiti
in cellule adipose mature (Luo & Liu 2016, Rafols 2014). Questo processo inizia in epoca fetale e
prosegue dopo la nascita; € un meccanismo fondamentale per lo sviluppo del tessuto adiposo e nel
mantenimento dell’lomeostasi energetica sistemica. Durante l'infanzia e la puberta il tessuto
adiposo subisce una rapida espansione, dal momento che aumentano sia le dimensioni che il
numero di cellule adipose. Durante la vita adulta il numero di adipociti rimane costante, salvo
minime variazioni: cido dimostra l'esistenza di un continuo processo di turnover cellulare che

rigenera adipociti maturi indipendentemente dal bilancio energetico (Spalding et al. 2008).

Gli adipociti originano dalle cellule staminali mesenchimali (MSCs) che risiedono nello stroma del
tessuto adiposo: essendo cellule multipotenti, esse possono differenziare verso fenotipo
condrogenico, osteogenico, miogenico e adipogenico (Otto & Lane 2005); in vitro & stato poi
dimostrato che, opportunamente stimolate, sono in grado di generare cellule differenziate anche
di foglietti embrionali diversi dal mesodermico (Baglioni et al. 2009).

Sebbene I'esatto numero di stadi intermedi tra una cellula staminale mesodermica/mesenchimale
e un adipocita maturo resti incerto, oggi si ritiene che la MSC sia in grado di generare un
precursore precoce comune chiamato adipoblasto, che di seguito sviluppa preadipociti
commissionati bianchi e bruni, i quali, sotto appropriate condizioni stimolatorie, differenziano in

adipociti maturi di diversa tipologia (Gesta et al. 2007).

L'adipogenesi € un processo finemente controllato e prevede delle fasi distinte di
commissionamento, espansione clonale e differenziamento terminale (Tang & Lane 2012, Ali et al.

2013), [figura 8].
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Figura 8. Rappresentazione schematica del differenziamento adipocitario. Tratta da Fonseca-Alaniz et al. 2007.

I commissionamento indirizza la cellula staminale pluripotente verso la linea adipocitaria
generando cellule precursori, i preadipociti, in risposta a stimoli che la inducono a differenziare
(Tang & Lane 2012). | preadipociti, dopo un iniziale blocco della crescita, rientrano nel ciclo
cellulare e vanno incontro ad un'espansione clonale, che determina un aumento del numero di
cellule precursori, grazie ad un'appropriata combinazione di segnali mitogeni e adipogenici.
Durante il processo adipogenico la cellula cambia profondamente dal punto di vista morfologico
passando da una forma allungata fibroblastoide, a quella sferica tipica degli adipociti. Le
modificazioni morfologiche sono poi accompagnate da variazioni dei componenti della matrice
extracellulare (ECM) e del citoscheletro (Gregoire et al. 1998).

Infine, il differenziamento terminale determina l'arresto della proliferazione e la graduale
acquisizione delle caratteristiche della cellula matura. Questa fase & sostenuta dall’attivazione della
cascata trascrizionale, tramite cui i preadipociti acquisiscono gradualmente le caratteristiche delle
cellule mature, accumulando gocce lipidiche e acquistando la capacita di rispondere agli ormoni.
Inoltre, esprimono, importanti proteine coinvolte nella sintesi dei trigliceridi, nell’laumento del
numero dei trasportatori del glucosio e nell’incremento della sensibilita dei recettori dell’insulina
(Tang & Lane 2012). L'adipocita neoformato & poi diventata una cellula endocrina altamente
specializzata, capace di secernere importanti ormoni correlati alla regolazione dell’lomeostasi

energetica (Gregoire et al. 1998).
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Questa fase di differenziamento terminale e sostenuta da una cascata di eventi trascrizionali
(Rosen & MacDougald 2006); la prima ondata induce un’attivazione transiente di CCAAT/enhancer-
binding protein-B (C/EBP-B) e -6 (C/EBP-8), che a turno inducono direttamente I'espressione di
C/EBP-a e PPARy (peroxisome proliferator-activated receptor y), i due regolatori trascrizionali

dell'adipogenesi (Rafols 2014), [figura 7].
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Figura 7. La cascata segnalatoria innescata da membri della famiglia C/EBP, culminante con I'attivazione di PPARYy,
porta alla formazione dell’adipocita maturo. Tratta da Rafols 2014.

1.2.1 Regolazione trascrizionale dell’adipogenesi
CCAAT/Enhancer Binding Proteins (C/EBP)

| tre membri della famiglia C/EBP-a, -B e —& sono i primi fattori di trascrizione ad essere coinvolti
nella differenziazione adipocitaria (Otto & Lane 2005); I'espressione temporale di questi fattori
rappresenta il principale meccanismo di regolazione durante il differenziamento adipocitario
(Rosen & MacDougald, 2006). C/EBP-B e C/EBP-6 sono due regolatori precoci del differenziamento,
dal momento che la loro espressione viene indotta rapidamente: gia dopo poche ore dall’innesco
dello stimolo adipogenico, si osservano concentrazioni molto elevate delle due proteine (Otto &
Lane 2005). L'attivazione trascrizionale di C/EBP-B & sotto il controllo di CREB (cAMP response
element binding protein). Da uno studio condotto durante le fasi iniziali del differenziamento, e
emerso che CREB viene fosforilato e quindi attivato in relazione all’'espressione di C/EBP-B (Zhang
et al, 2004). Questa prima fase e sotto il controllo ormonale di due fattori che promuovono il
differenziamento adipocitario, insulina e AMP ciclico (cAMP), che fosforilano e attivano la via di
CREB (Otto & Lane 2005). C/EBPa e un fattore di trascrizione pleiotropico, in grado di attivare
numerosi geni tessuto adiposo-specifici, che infatti contengono a livello del promotore le sequenze

consenso per C/EBP (Otto & Lane 2005). Svolge anche una funzione anti-mitotica, bloccando
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I'espansione clonale dei pre-adipociti, requisito indispensabile per un corretto differenziamento
(Otto & Lane 2005). Bloccando I'espressione di questo gene si osserva un’inibizione
dell’adipogenesi; inoltre, topi deleti per C/EBP-a mostrano dei difetti nell’laccumulo di lipidi. Questi
dati provano quanto sia importante la presenza di C/EBP-a che costituisce un fattore necessario
per il differenziamento adipocitario. Tuttavia, i fattori di trascrizione C/EBPs non possono

funzionare in modo efficiente in assenza di PPARy (Rosen & MacDougald 2006).

Perixosome Proliferator-Activated Receptors (PPARs)

PPARy e un fattore trascrizionale appartenente alla superfamiglia dei recettori nucleari ormonali,
che comprende il recettore dell’acido retinoico, il recettore degli ormoni tiroidei e i recettori per la
vitamina Ds. Esistono due isoforme di PPARy (PPARyl e PPARy2), generate da uno splicing
alternativo dell’lRNA messaggero (Tang & Lane 2012), entrambe risultano essere espresse a livello
del tessuto adiposo, ma solo l'isoforma 2 costituisce un marcatore specifico del tessuto adiposo
(Fajas et al. 1997). Una volta riconosciuto il ligando, il complesso forma un eterodimero con il
recettore per l'acido retinoico RXR (Retinoic X Receptor) e lega le sequenze PPREs (PPARy
Responsive Elements) presenti nei promotori dei geni target, grazie anche all’aiuto di co-regolatori
tessuto specifici, inducendone la trascrizione (Luconi et al. 2010). PPARy rappresenta il regolatore
trascrizionale principale del processo di adipogenesi (Martina et al. 2014): e stato, infatti,
dimostrato che l'attivazione di PPARy € necessaria e sufficiente per la differenziazione cellulare
(Tontonoz & Spiegelman 2008) e, ad oggi, non & stato identificato nessun fattore in grado di
promuovere |‘adipogenesi in assenza di PPARy. Quest’ultimo viene espresso durante il
differenziamento ed e responsabile dell’attivazione trascrizionale di numerosi geni coinvolti
nell’uptake e nel trasporto degli acidi grassi (Fatty Acid Binding Protein, FABP-4) e dei geni per la
lipasi delle lipoproteine, per |'acilCoA sintasi e per la PEPCK (Tontonoz et al. 1994).

Limportanza che PPARy riveste nel processo adipogenico € ampiamente documentata in
letteratura.

Iper-esprimendo il recettore si pud osservare che anche cellule non-adipogeniche intraprendono la
via differenziativa (Tontonoz et al, 1994), inoltre, almeno per il momento, non & stato scoperto
alcun fattore in grado di promuovere I'adipogenesi in assenza di PPARy (Rosen & MacDougald,
2006). E stato dimostrato che topi con delezioni specifiche sul gene del PPARy sono affetti da

lipodistrofia, mentre varianti dominanti negative di PPARy inibiscono la conversione dei
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preadipociti in adipociti maturi (Vazquez-Vela et al. 2008).

PPARYy e anche richiesto nel mantenimento degli stadi di differenziamento terminali degli adipociti,
tanto che alterazioni nella sua funzione dovute all’iper-espressione di una forma di dominante
negativo del gene comportano la downregolazione di geni cruciali nel metabolismo lipidico e nella
segnalazione insulinica, oltre che una riduzione della dimensione cellulare e nel contenuto in grassi
di adipociti differenziati della linea cellulare 3T3-L1 (Tamori et al. 2002). In supporto di questi dati,
I'ablazione selettiva di PPARy in adipociti maturi bianchi e bruni porta alla morte di queste cellule,
pur avendo effetto minimo sulla differenziazione dei preadipociti (Imai et al. 2004).

PPARy viene attivato da C/EBP-B e C/EBP-6 e regola assieme a C/EBP-a l'espressione dei geni
target, tra i quali ritroviamo lo stesso C/EBPa che svolge un’azione di feedback positivo sul
processo in quanto si lega direttamente al promotore di PPARy, inducendone |'espressione genica
(Wu et al. 1996). Tuttavia, anche in assenza di C/EBPa, PPARy é in grado di indurre una normale
differenziazione, sebbene gli adipociti cosi differenziati presentino una ridotta sensibilita insulinica
(Farmer 2006). Al contrario, C/EBPa da solo non €& in grado di indurre adipogenesi. Si puo quindi
concludere che il PPARy & quindi un fattore non solo necessario ma anche sufficiente per la

differenziazione delle cellule adipose (Rosen & MacDougald 2006).

1.2.2 Regolazione extracellulare dell’adipogenesi

Segnalazione Wnt

WNTs (Wingless-type MMTV integration site family members) sono una famiglia di 19
glicoproteine che agiscono in modo autocrino e paracrino nel regolare l'omeostasi e il
rimodellamento dei tessuti adulti (Logan & Nusse 2004). | WNTs producono i loro effetti attraverso
vie di segnalazione canoniche e non-canoniche, grazie alle quali esercitano un controllo sulla
proliferazione, la sopravvivenza, il destino e il comportamento cellulare. In particolare, WNTs
sembrano mediare il crosstalk fra le cellule adipose e sono in grado di regolare il self-renewal delle
cellule staminali mesenchimali (MSC) e la capacita proliferativa e differenziativa dei preadipociti
(Christodoulides et al. 2009). Le proteine Wnts si legano a recettori della famiglia Frizzled, che di
seguito attivano cascate di segnalazione B-catenina dipendenti e indipendenti. Sebbene il pathway
di Wnt sia implicato nello sviluppo del mesoderma, una volta che la MSC e formata Wnt agisce
come inibitore del differenziamento in senso adipogenico, favorendo quello in senso osteogenico o
miogenico (Kennell & MacDougald 2005). In particolare, la sostenuta attivazione della via di
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segnalazione di Wnt, garantita dall'iper-espressione di Wnt10b, Wntl o di forme mutanti di B-
catenina, previene il differenziamento adipogenico per via del blocco dell’espressione dei vari geni
regolati da C/EBPa e PPARY.

Wntl1lOb e altamente espresso nelle cellule stromali del tessuto adiposo e la sua espressione
diminuisce rapidamente dopo l'inizio dell'adipogenesi (Ross et al. 2000). L'inibizione del signalling
di Wnt e un prerequisito fondamentale per la differenziazione dei preadipociti umani e dei
preadipociti murini 3T3-L1, attraverso l'induzione di PPARy e C/EBPa (Christodoulides et al. 2006).
Esperimenti di iper-espressione di WntlOb nei topi hanno dimostrato una forte riduzione
dell'adipogenesi (Wright et al. 2007). Al contrario, l'inibizione del signalling di Wnt causa il
differenziamento spontaneo dei preadipociti e topi “knock-out” per WntlOb mostrano un
incremento del potenziale adipogenico nei mioblasti (Vertino et al. 2005). Una molecola
importante coinvolta nell'inibizione di Wnt e nell'induzione adipogenica delle cellule staminali
mesenchimali e Pref-1: se espressa costitutivamente in linee cellulari murine 3T3-L1 blocca il

signalling Wnt/B-catenina e promuove |'adipogenesi (Christodoulides et al. 2006).

TGF-8 e BMPs

Le proteine BMPs (bone morphogenetic proteins) sono membri della superfamiglia dei TGF-B
(Transforming Growth Factor-8) e giocano un ruolo critico nel commissionamento delle MSCs
verso il lineage adipocitario. Sono stati descritti 14 elementi all’interno di questa famiglia (dalla
BMP-2 alla BMP-15): tra questi, BMP-4 ¢ in grado di stimolare la differenziazione della staminale
mesenchimale in senso adipocitario (Tang et al. 2004). Al contrario, BMP-2 e BMP-7 promuovono
una differenziazione in senso osteogenico della MSC bloccando l'adipogenesi, per quanto questi
effetti siano variabili e dipendenti dalla loro concentrazione (Tang et al. 2004, Wang et al. 1993).

Allo stesso modo modelli murini deleti per Shn-2 (Drosophila Schnurri-2), una proteina contenente
un dominio zinc finger che in seguito a stimolo di BMP-2 opera in cooperazione con SMAD 1,
SMAD 4 e C/EBPa per I'attivazione di PPARy, hanno mostrato una ridotta massa di tessuto adiposo
bianco e, in misura minore, anche di grasso bruno, suggerendo che la via di signalling Shn-BMP

ricopre un ruolo chiave per I'adipogenesi (Jin et al. 2006).
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FGFs

Il sistema FGFs (Fibroblast Growth Factors) consiste di 4 recettori e di almeno 23 fattori di crescita;
di questi, la maggior parte e implicata nello sviluppo e nella differenziazione dei tessuti
mesodermici. Nello specifico FGFs 1, 10, 16 e 19 sono coinvolti nella formazione del tessuto
adiposo. FGF-10 agisce come fattore di crescita per i preadipociti del WAT; al contrario, FGF-16 &
espresso predominantemente nel BAT (Konishi et al. 2000, Yamasaki et al. 1999). FGF-19 e
responsabile dell’accrescimento della massa di BAT e della conseguente ridotta suscettibilita
all'obesita indotta dalla dieta; FGF-1 stimola I'adipogenesi dei preadipociti umani e supporta anche
lo sviluppo della vascolarizzazione all’interno degli accumuli adiposi (Hutley et al. 2004, Tomlinson
et al. 2002).

Altro caratteristico membro di questa famiglia € FGF-21: per quanto non direttamente coinvolto
nel processo di adipogenesi, questo fattore tramite meccanismi autocrini e/o paracrini induce l'up-
regolazione di PGCla (Peroxisome proliferator-activated receptor-a coactivator), implicato nella
regolazione del metabolismo energetico. Inoltre, in seguito a stimolo generato dalle basse
temperature, FGF-21 puo stimolare il fenomeno di browning e I'espressione di geni adibiti alla

termogenesi nel BAT e nel WAT inguinale (Lee et al. 2014, Fisher et al. 2012, Hondares et al. 2011).

Segnalazione Hedgehog e fattori di trascrizione GATA

Gli omologhi di Hedgehog (Hh) dei mammiferi, ossia Sonic hedgehog (Shh), Indian hedgehog (lhh)
e Desert hedgehog (Dhh), influenzano fortemente il destino delle MSCs: I'attivazione del pathway
Hh da parte di Shh e Ihh puo bloccare la progressione della cellula mesenchimale verso il lineage
adipocitario, mentre l'inibizione della segnalazione Hh con un antagonista del recettore Hh,
smoothened (smo), o con una forma di dominante negativo per il gene del fattore di trascrizione a
valle, Gli2, stimola I'adipogenesi (Suh et al. 2006).

La funzione anti-adipogenica di Hh viene mediata dai fattori di trascrizione della famiglia GATA e si
realizza attraverso l'interazione tra i GATAs e C/EBP-a o C/EBP-B, che si traduce nella soppressione
dell’attivita di promotore di PPARy2. A dimostrazione di questo fatto, le cellule staminali embrionali
mancanti di entrambe le copie del gene GATA-3 possiedono un’aumentata capacita di differenziare

verso adipociti maturi in vitro (Tong et al. 2005).
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Via di signaling di Notch

Notch & un recettore transmembrana che lega la famiglia di ligandi Delta- like/Jagged connessi alla
membrana. Lattivazione del signaling di Notch prevede un taglio proteolitico e la traslocazione del
dominio intracellulare nel nucleo. Tale via di segnalazione gioca un ruolo chiave in numerosi
processi, come lo sviluppo immunologico, la neurogenesi, 'osteogenesi e I'adipogenesi (Aminova &
Wilson 2007). Bloccando Notch si osserva infatti un’inibizione dell’espressione di PPARy e C/EBPa.
Inoltre, 'espressione costitutiva del dominio intracellulare di Notch interferisce con il signaling di
Whnt, inducendo la differenziazione verso adipociti maturi (Sciaudone et al. 2003). L'attivazione di

Notch guida anche la down-regolazione di Pref-1 (Ross et al. 2004).

DLK/Pref-1

Pref-1 (Preadipocyte Factor-1), anche conosciuto come DLK-1 (Drosophila Homolog-Like 1) viene
considerato il marcatore dei preadipociti e costituisce un regolatore negativo dell’adipogenesi
(Rosen & MacDougald 2006). Pref-1 viene espresso ad elevati livelli sia nei preadipociti bianchi che
bruni e decresce marcatamente nel corso del differenziamento (Kim et al. 2007). Pref-1 & un
membro della famiglia Notch, viene sintetizzato inizialmente come proteina transmembrana e poi
successivamente processato fino a dare una proteina solubile che agisce come inibitore dell’attivita
del PPARy e quindi dell'adipogenesi. Per questo motivo la repressione dei livelli di Pref-1
rappresenta lo step permissivo nella fase di passaggio da preadipocita a adipocita maturo. Infatti,
I'iper-espressione della proteina Pref-1 in animali da esperimento ha mostrato una riduzione
dell’adipogenesi, mentre la sua soppressione ha dimostrato un accumulo di tessuto adiposo (Moon

et al. 2002).

Insulina e IGF-1

Linsulina e un fattore indispensabile per I'adipogenesi. Nelle prime fasi del differenziamento
I'insulina funziona soprattutto attraverso la via di signaling a valle del recettore del fattore di
crescita IGF-1 (insulin like growth factor-1), dal momento che nei preadipociti il recettore dell’'IGF-1
€ molto piu espresso del recettore insulinico (IR), (Smith et al. 1988). Anche i componenti a valle
del signaling dell’insulina/IGF-1 sono importanti per il differenziamento adipogenico: infatti, in

assenza delle proteine IRS (insulin receptor substrate) & stato dimostrato un arresto
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dell’'adipogenesi (Rosen & MacDougald 2006).

Altro gene coinvolto nella regolazione dell'adipogenesi risulta essere SREBP-1c (Sterol Regulatory
Element-Binding Proteins-1c), che ha un ruolo pro-adipogenico in quanto promuove I'accumulo di
lipidi, la loro captazione e la biosintesi. Nel programma di differenziazione, I'espressione di SREBP-
1c é attivata a valle dell’espressione di C/EBPa e PPAR, quindi € implicato negli eventi terminali
della differenziazione degli adipociti (Tang & Lane 2012).

In aggiunta ai numerosi fattori trascrizionali che controllano I'adipogenesi, sono stati descritti
anche diversi nuovi meccanismi di regolazione, che comprendono le modificazioni degli istoni, il
rimodellamento della cromatina ed i microRNA. Le analisi genomiche delle modificazioni della
cromatina, dell’espressione dellmRNA e dei fattori di trascrizione hanno mostrato come il
rimodellamento della cromatina influisca sull’'espressione genica adipogenica. Ad esempio, il
selettivo reclutamento da parte di PPARy di differenti HATs (Histone Acetyltransferasi) e HDACs
(Histone Deacetylase) permette di avere divergenti effetti su differenti promotori (Guan et al.
2005). Anche un gran numero di microRNA & stato visto essere coinvolto nel controllo di tale
espressione (Lowe et al. 2011). Alcuni microRNA sembrano accelerare I'adipogenesi, mentre altri

sembrano regolarla negativamente.
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1.3 La cellula staminale

Le cellule staminali (Stem Cells, SC) sono per definizione cellule indifferenziate dotate di due

caratteristiche fondamentali:

capacita di auto rinnovamento (self-renewal), ovvero la capacita di generare cellule con le
medesime caratteristiche della cellula madre ad ogni duplicazione cellulare;
potenzialita di differenziazione multilineage, quindi la possibilita di dare origine a diversi

tipi cellulari attraverso il processo di differenziamento (Avasthi et al. 2008).

In base alla potenzialita differenziativa, si possono distinguere quattro sottogruppi di cellule

staminali (Ratajczak et al. 2008):

totipotenti, in grado di differenziare verso qualsiasi tipo cellulare dei foglietti embrionali
primitivi (endoderma, ectoderma e mesoderma) e dei tessuti extraembrionali (placenta e
cordone ombelicale);

pluripotenti, che mantengono una capacita differenziativa multiforme potendo dare origine
a numerose tipologie cellulari specializzate, appartenenti ai tre foglietti embrionali ma non
ai tessuti extra-embrionali;

multipotenti, che possono generare diverse tipologie cellulari appartenenti ad un unico
foglietto embrionale (endoderma, ectoderma o mesoderma);

unipotenti, in grado di rigenerare una specifica tipologia di cellule differenziate.

In base al tessuto di origine, le cellule staminali possono essere suddivise in:

cellule staminali embrionali (Embryonal Stem Cells, ESCs), derivate dalla "Inner Cell Mass"
(ICM) della blastocisti, hanno potenziale totipotente;

cellule staminali adulte (Adult Stem Cells, ASCs), residenti nella maggioranza dei tessuti
dell’individuo adulto e possono includere anche quelle di derivazione fetale e quelle del
sangue di cordone ombelicale (Zuk 2010), hanno potenziale differenziativo piu ridotto da

pluripotenti a unipotenti.

Le cellule staminali risiedono in particolari microambienti chiamati "nicchie" dove possono

risultare quiescenti per lungo tempo, fino a quando, opportuni stimoli non ne inducono l'ingresso

nel ciclo cellulare. Una volta riattivate, vanno incontro a divisione asimmetrica generando due

cellule figlie: una cellula figlia sara identica alla madre e servira a mantenere inalterato il pool di

31



Introduzione

cellule staminali, I'altra invece andra incontro a differenziamento (Knoblich 2008), [figura 10].
Nicchie di cellule staminali si possono ritrovare nei tessuti adulti, dove garantiscono un continuo
apporto di cellule capaci di differenziare nel fenotipo maturo per far fronte al rimodellamento o

all’lomeostasi tissutale.
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Figura 10. Strategie di divisione asimmetrica di cellule staminali. La cellula staminale (arancio) ha il doppio compito di
autorinnovare il comparto e di generare cellule differenziate (verde). Tratta da Morrison & Kimble 2006.

Le principali fonti di cellule staminali, oltre al’lembrione e al sangue del cordone ombelicale, sono i
tessuti e gli organi adulti, la maggior parte dei quali sembra disporre di una propria componente
staminale. Il midollo osseo (bone marrow, BM) rappresenta uno degli esempi pilt emblematici, tale

tessuto presenta tre diversi tipi di cellule staminali:

- cellule staminali ematopoietiche (Hematopoietic Stem Cells, HSCs) che danno origine ai vari
tipi di cellule del sangue (leucociti, eritrociti e piastrine);

- cellule staminali endoteliali (che diventeranno poi cellule endoteliali);

- cellule staminali mesenchimali (Mesenchymal Stem Cells, MSCs), popolazione eterogenea
di cellule pluripotenti che hanno la capacita di differenziare sia in vivo che in vitro in vari tipi
cellulari, quali adipociti, osteociti, condrociti, miociti, fibroblasti, cellule endoteliali e

neuroni (Liu et al. 2009), [figura 11].
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Figura 11. Potenziale multidifferenziativo di una cellula staminale mesenchimale pluripotente. Tratta da Liu et al.
2009.
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1.3.1 La cellula staminale mesenchimale

Le cellule staminali mesenchimali, scoperte piu di 40 anni fa (Friedenstein et al. 1966), vengono
identificate come cellule clonogeniche derivanti da midollo e contraddistinte da una serie di
caratteristiche in vitro, tra cui la presenza di alcuni markers fenotipici peculiari e proprieta
funzionali e di differenziamento multipotente (Liu et al. 2009). Le MSCs sono state descritte come
cellule aderenti alla plastica e che presentano una morfologia fibroblastoide (Haniffa et al. 2009).
Inoltre, hanno la peculiare capacita di differenziare spontaneamente in tutti i tessuti specializzati di
derivazione embrionale mesodermale (tessuto osseo, tessuto cartilagineo e tessuto adiposo). Le

MSC del midollo osseo presentano uno specifico pattern antigenico, molecolare e funzionale.

Dall’analisi immunofenotipica, queste cellule sono caratterizzate dall’assenza di espressione di
markers di contaminazione ematopoietica (CD45, CD14, CD34) ed endoteliale (CD31), hanno bassa
immunogenicita, dal momento che non esprimono HLA-Il (histocompatible locus antigen-Il), e
possiedono elevate capacita immunosoppressive (Wang et al. 2005). Queste cellule esprimono
antigeni specifici, tra cui CD29, CD44, CD73, CD90, CD105 e I'HLA-I (histocompatible locus antigen-
1), (Zannettino et al. 2008, Pittenger et al. 1999). Le BM-MSCs esprimono inoltre geni caratteristici

della staminalita, tra i quali ricordiamo i fattori di trascrizione Oct4 e Nanog, che mantengono le
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cellule in uno stato indifferenziato (Hua et al. 2009, Pei 2009).

Oltre che dal midollo osseo, successivamente, le MSCs sono stata isolate in maniera quasi
ubiquitaria, tanto da fare ipotizzare la loro presenza in tutti gli organi ed i tessuti postnatali. Infatti,
nonostante la principale fonte di MSCs rimanga il midollo osseo, queste possono essere anche
estratte da sangue del cordone ombelicale, dalla placenta, da sangue periferico e dal tessuto
adiposo; questa ultima fonte di MSCs e considerata molto promettente dato che e possibile
ottenere una grande quantita di cellule in modo scarsamente invasivo mantenendo lo stesso

potenziale differenziativo delle MSCs da midollo (Kuhbier et al. 2010).

1.3.2 La cellula staminale adiposa

Allo scopo di ricercare nuove fonti di staminali, all’inizio del ventunesimo secolo ci si € concentrati
sulla ricerca delle cellule staminali d’organo adulto, in particolare di tessuti dove il reperimento
delle staminali non sia invasivo, come nel caso del tessuto adiposo (Frese et al. 2016, Zuk et al.
2002).

Il tessuto adiposo, come il midollo osseo, & un tessuto di derivazione mesenchimale e contiene uno
stroma di sostegno che risulta facile da isolare e con una buona resa in termini di quantita.
L'organo adiposo presenta cellule staminali (0,1% della massa) in grado di differenziare
mantenendo ed espandendo in alcuni casi la massa adiposa. Lorigine e le caratteristiche della
cellula staminale adiposa sono ad oggi molto dibattute, in quanto non & chiaro se la cellula
staminale sia residente, se origini da un precursore comune ad altri lineages e se i diversi depositi
adiposi, caratterizzati da una diversa localizzazione anatomica e funzione, presentino cellule
staminali diverse (bianco sottocutaneo e viscerale, brown e brite).

Le cellule staminali adipose, chiamate ADSCs (Adipose Derived Stem Cells) o ASCs (Adipose Stem
Cells), precursori degli adipociti, presentano un potenziale di differenziamento simile a quello delle
cellule staminali mesenchimali e mostrano I'espressione di specifici markers di staminalita.

Inoltre, I'elevata accessibilita del tessuto adiposo sottocutaneo con una minima invasivita, le
semplici procedure di isolamento e la qualita delle cellule staminali, sono tutti elementi che
rendono le ASCs una fonte di staminali ottimale per la medicina rigenerativa (Kalinina et al. 2011).
Le MSCs poste in coltura sono facilmente identificabili in quanto formano colonie di cellule

aderenti caratterizzate dalla tipica morfologia fibroblastoide. Tali cellule possono quindi essere
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facilmente isolate, espanse (in quanto possiedono elevato potenziale proliferativo) e indotte a
differenziare mediante l'utilizzo di terreni specifici (Pountos & Giannoudis 2005). Nel corso
dell'induzione differenziativa, le cellule staminali mesenchimali adipose diventano preadipociti, in
una prima fase caratterizzata da uno specifico commissionamento verso la linea adipocitaria,
perdendo quindi a questo stadio la capacita di differenziare negli altri lineages. Questa prima fase
di differenziamento e conosciuta come determinazione di lineages (Tang & Lane 2012).

Il tessuto adiposo sottocutaneo € costituito prevalentemente da adipociti maturi e da
un’eterogenea frazione vascolare stromale (stromal vascular fraction, SVF) che include fibroblasti,
cellule endoteliali, preadipociti, cellule di muscolo liscio vascolare, linfociti, monociti e ADSCs;
queste ultime rappresentano circa lo 0,1% della massa adiposa. Il metodo pilu ampiamente
utilizzato per isolare ADSCs si basa su una digestione in collagenasi, seguita da una separazione per
centrifugazione in gradiente di densita (Xu et al. 2003). In vitro, le ADSCs mostrano morfologia
fibroblastoide e mancano delle gocce lipidiche intracellulari tipiche dell’adipocita maturo. Queste
cellule isolate in coltura si espandono tipicamente adese su piastra, in monostrato, con l'ausilio di
medium caratteristici contenti circa il 10-20% di siero fetale bovino (Sterodimas et al. 2010).
Similmente alle MSCs, le ADSCs mostrano inoltre un caratteristico pattern di marcatori, tra cui
CD90, CD105, CD73, CD44 e CD166, e mancano di alcuni markers emopoietici come CD45 e CD34;
a conferma del loro potenziale, esprimono inoltre i fattori di trascrizione Sox-2, Nanog e Oct-4,
come dimostrato da alcuni test di staminalita (De Francesco et al. 2015). Infine, paragonate alle
mesenchimali da midollo, le staminali adipose presentano minime differenze circa potenziale di
differenziamento e attivita immunomodulatoria, ma sembrano essere geneticamente e
morfologicamente pil stabili in colture a lungo termine, con basso tasso di senescenza e alto rate

proliferativo (Strioga et al. 2012).

Nel nostro laboratorio sono state isolate e caratterizzate due popolazioni di cellule staminali adulte
ottenute da biopsie di tessuto adiposo bianco sottocutaneo (S-ASC) e viscerale (V-ASC) (Baglioni et
al. 2012, 2009). Queste cellule mostrano un profilo immunofenotipico molto simile a quello delle
cellule staminali mesenchimali umane derivanti dal midollo osseo data I'espressione di antigeni di
superficie specifici, quali CD29, CD44, CD73, CD90 e CD105 e HLA-I. Inoltre, & stata valutata la
multipotenzialita di queste popolazioni, data la capacita di differenziare in vitro verso i lineages
adipogenico, osteogenico, condrocitario, muscolare e neuronale. In seguito a studi di

caratterizzazione realizzati su colture primarie ottenute da biopsie di SAT e VAT, e stato provato che
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i profili di espressione dei progenitori di cellule adipose umane, ottenuti da depositi viscerali
omentali e sottocutanei, non presentano differenze morfologiche (Baglioni et al. 2012, 2009) ma
mostrano sostanziali differenze nel potenziale differenziativo e nel profilo secretivo (Baglioni et al.

2012, Tchkonia et al. 2006, 2005).

Successivamente, e stata isolata e caratterizzata una popolazione di cellule staminali adulte
derivanti da tessuto adiposo bruno: nello specifico, & stata dimostrata la presenza di isole di BAT
localizzate nel tessuto adiposo bianco perisurrenalico in pazienti adulti con feocromocitoma,
neoplasia che secerne elevate quantita di catecolamine. Questo tessuto consiste prevalentemente
di cellule brite, quindi di adipociti bruni che compaiono nel processo di browning del WAT (Di

Franco et al. 2014).

La caratterizzazione di queste popolazioni di cellule staminali ha quindi consentito lo sviluppo di
modelli cellulari umani che permettono lo studio in vitro dei processi fisiopatologici coinvolti nel
differenziamento di precursori cellulari in adipociti, al fine di poter sviluppare nuove strategie

terapeutiche per il trattamento dell’'obesita e dei disordini metabolici.

1.3.3 Origine del tessuto adiposo: determinazione di lineage

Sebbene gli adipociti bianchi e gli adipociti bruni derivino entrambi dal mesoderma e dalla stessa
staminale mesenchimale, le varie differenze nei loro pattern di sviluppo hanno fatto ipotizzare, fin
dal passato, che queste cellule discendano da precursori distinti. Ad ulteriore conferma di cio, il
BAT si sviluppa molto piu precocemente del WAT (gia nella vita fetale), quando invece la
formazione del WAT comincia nelle fasi piu tardive dello sviluppo embrionale per poi espandersi

fondamentalmente dopo la nascita (Park et al. 2014, Rafols 2014).

Per quanto riguarda la specificita di commissionamento, studi recenti sostengono che i preadipociti
bianchi e bruni originano da due diversi lineages cellulari e che, in maniera indipendente gli uni
dagli altri, sono predestinati ad un caratteristico processo di differenziamento. | preadipociti di
WAT e BAT presentano un differente pattern di espressione caratterizzato, nel caso dei bruni,
dall’'espressione specifica del fattore miogenico 5 (Myf-5-lineage) a comune con il muscolo
scheletrico: Myf-5 e un fattore di trascrizione chiave nella regolazione della differenziazione o della

miogenesi muscolare, in particolare nello sviluppo del muscolo scheletrico.
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Quindi i preadipociti bruni e i mioblasti scheletrici presentano un precursore comune esprimente
Myf-5 non condiviso dal preadipocita bianco, che quindi non pud differenziare in una cellula

muscolare scheletrica.

Elemento cruciale in grado di stabilire se il progenitore cellulare differenziera in adipocita bruno o
cellula muscolare, per quanto riguarda il lineage Myf-5 positivo, & il fattore di trascrizione
PRDM16: la sua espressione precoce induce differenziamento in senso adipocitario, il suo
silenziamento stimola un commissionamento di tipo muscolare. Questo switch tra miociti e
preadipociti bruni sta dunque ad indicare una diversa origine per le due tipologie di tessuto
adiposo, che potrebbe inoltre fornire una spiegazione plausibile sul perché le cellule del BAT, che
esprimono UCP-1, siano maggiormente specializzate nel catabolismo lipidico, profilo piu simile al

metabolismo ossidativo del muscolo scheletrico (Timmons et al. 2007).

Benche gli adipociti originino da due differenti lineages, il successivo processo di adipogenesi
coinvolge una serie di fattori di trascrizione comuni sia per il WAT che per il BAT, tra i quali operano

specialmente PPARYy e le proteine C/EBPs, [figura 12].
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Figura 12. Schematizzazione del processo di differenziamento in adipociti bianchi, beige e bruni. Tratta da Park et al.
2014.
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| precursori Myf-5+ sono indotti a trasformarsi in adipociti bruni maturi grazie alla proteina BMP-7,
al recettore PPARy e alle proteine C/EBPs, in cooperazione con il co-regolatore trascrizionale
PRDM16 e PGC-1a. | precursori Myf-5-, sono piu che altro sostenuti da BMP-2 e BMP-4, oltre che
dalle proteine C/EBPa, B e PPARy (Park et al. 2014).

Tuttavia, la sola distinzione tra lineages Myf-5 positivo e negativo risulta essere un’eccessiva
semplificazione: esistono due diverse tipologie di BAT. Finora e stato infatti descritto il BAT classico
(quello presente nell’'uomo adulto in forma vestigiale nei depositi interscapolari, lungo il collo e la
colonna vertebrale, e perirenali), i cui adipociti presentano una marcatura di tipo miogenico
(Myf5+); studi pil recenti hanno perd dimostrato il differenziamento di adipociti bruni positivi per
UCP-1 ma Myf5-, dispersi all’'interno dei depositi di WAT. Questa seconda categoria di adipociti
mostra un profilo di espressione molto simile a quello delle cellule adipose bianche ma esprime
anche UCP-1 che, pur presentando livelli piu bassi rispetto agli adipociti bruni classici, pud essere
indotta da stimoli di tipo adrenergico. Queste cellule brown-like immerse nel WAT e Myf5-, sono
state denominate beige (per la loro colorazione intermedia tra adipocita bianco e bruno) o brite
(brown-in-white, in riferimento alla diversa localizzazione rispetto ai depositi bruni classici), e si

sono mostrate particolarmente sensibili al’ormone irisina (Wu et al. 2012, Nedergaard et al. 2010).
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1.4 Disfunzioni metaboliche legate al tessuto adiposo

Il tessuto adiposo svolge un ruolo fondamentale nel garantire I'equilibrio e il bilancio energetico
dell'organismo. Da una parte, conserva l'eccesso di energia sotto forma di lipidi e dall'altra
controlla la mobilizzazione dei lipidi stessi e la localizzazione del grasso nell'organismo.

Per tutti questi motivi, una disfunzione del tessuto adiposo e una disregolazione della funzione
adipocitaria, puo determinare lo sviluppo dell'obesita e di altri disordini metabolici associati, come
I'insulino-resistenza e il diabete.

Lobesita, a livello cellulare, & caratterizzata da un aumento delle dimensioni cellulari degli adipociti
(ipertrofia) e dal sostanziale incremento di nuove cellule mature derivanti da precursori
indifferenziati (iperplasia). La generazione di nuove cellule del tessuto adiposo gioca quindi un
ruolo fondamentale nell’espansione e nella disregolazione della massa grassa che caratterizzano

I'obesita (Li et al. 2010, Liu et al. 2008).

1.4.1 Obesita

Lobesita & una malattia multifattoriale, la cui prevalenza é in crescita esponenziale, costituendo
quindi un problema sanitario ed economico di crescente importanza in tutto il mondo, anche
perché in alcuni paesi sta raggiungendo dimensioni epidemiche.

Lobesita & una patologia complessa, caratterizzata da eccessivo peso corporeo per un accumulo
anomalo di tessuto adiposo che puo compromettere lo stato di salute dell’individuo. Questa
condizione e determinata da fattori ambientali e genetici: e il risultato di un’eccessiva
alimentazione e ridotta attivita fisica quotidiana, dovuta a comportamenti ed abitudini alimentari e
di vita scorretta, anche se non e esclusa l'ipotesi che possano essere il risultato di fattori genetici di
rischio. Inoltre, esistono geni di suscettibilita che si associano ad obesita.

Secondo I'Organizzazione Mondiale della Sanita (World Health Organization, WHO), l'obesita
costituisce uno dei piu seri problemi di salute pubblica. Secondo una stima del WHO oltre due
miliardi di soggetti sono in sovrappeso (Li 2005), 300 milioni dei quali risultano clinicamente obesi.
Questi numeri sono destinati in futuro ad aumentare se non si interviene nell’affrontare questa
problematica che oggi costituisce uno dei piu seri problemi di salute pubblica globale, tanto da
indurre la WHO a parlare di “globesita”, temine che ben rappresenta uno scenario generalizzato

caratterizzato dalla crescita epidemica di sovrappeso e obesita che coinvolge oggi non solo i paesi
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industrializzati occidentali, ma anche i paesi in via di sviluppo (Who 2013).

Altezza e peso sono considerati i parametri piu utili per monitorare le condizioni di sovrappeso e
obesita. La valutazione del peso corporeo ¢ effettuata tramite I'indice di massa corporea (Body
Mass Index, BMI), calcolato mettendo in relazione il peso (in chilogrammi) e l'altezza (in metri) di

un individuo, secondo la seguente formula:

BMI= peso [Kg]/altezza [m2]

| valori ottenuti dalle misurazioni effettuate sulla popolazione permettono di definire classi di peso

diverse e diversi gradi di obesita, [tabella 1]:

BMI compreso tra 18,5 e 24,9: NORMOPESO
BMI compreso tra 25 e 29,9: SOVRAPPESO

BMI compreso tra 30 e 34,9: OBESITA 1°

BMI compreso tra 35 e 39,9:

BMI compreso tra 40 e 49:

BMI compreso tra 50 e 59: OBESITA MORBIGENA

BMI maggiore di 60: OBESITA PATOLOGICA

Tabella 1. Valori di BMI e relativa classificazione antropometrica.

La condizione di sovrappeso o pre-obesita & individuata da un BMI compreso tra 25.0 e 29.9 kg/m?,
mentre una persona obesa ¢ identificato da un BMI > 30 kg/m?2.

Tuttavia, il BMI fornisce solo una misurazione della massa grassa corporea, poiché non distingue
tra il peso associato alla muscolatura e quello associato al grasso, né tiene conto della distribuzione
della massa grassa. Oltre all’eccesso di grasso corporeo va tenuta in considerazione la distribuzione
del grasso corporeo, a seconda della quale, si possono distinguere due tipi caratteristici di obesita:

androide e ginoide, [figura 13].
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Figura 13. Distribuzione androide o ginoide del grasso nell'obesita.

Lobesita di tipo androide, piu frequente negli uomini, & caratterizzata da una distribuzione del
grasso nella parte superiore del corpo ed in particolare nella cavita addominale, tra i visceri
(obesita viscerale). Lobesita di tipo ginoide, piu frequente nella donna, e caratterizzata da una
distribuzione del grasso nella parte inferiore del corpo, in particolare sui fianchi e nella zona
gluteo-femorale.

Tale diversa distribuzione corporea viene valutata tramite il rapporto "vita-fianchi” (waist/hip ratio,
WHR), ottenuto misurando la circonferenza minima della vita e la circonferenza massima dei
fianchi. Si tratta di un indice semplice, facilmente ottenibile, riproducibile e largamente utilizzato
per quantificare la distribuzione adiposa centrale o periferica del grasso corporeo (Buscemi et al.
1994). Durante la Consensus Conference Italiana del 1991 (Crepaldi et al. 1991) sono stati stabiliti,
quali limiti per definire I'obesita viscerale nella popolazione italiana, valori di WHR 0,92 per 'uomo
e 0,81 per le donne. Valori di 1 per gli uomini e di 0,8 per le donne sono considerati valori soglia

per il rischio di sviluppare complicanze metaboliche.

Lobesita, soprattutto quella di tipo viscerale, & associata ad un aumento della mortalita ed &
riconosciuta come un importante fattore di rischio per I'insorgenza di patologie quali diabete di
tipo 2, aterosclerosi, malattie croniche renali, osteoartrite, dislipidemia, cancro al seno, alla
prostata, al colon e all’endometrio (Adamczak et al. 2013, Kehle et al. 2004).

L'obesita addominale, dovuta ad un sovraccarico lipidico, induce stress a livello cellulare. A sua
volta lo stress induce una cascata inflammatoria e ossidativa, con la conseguenza dell'instaurarsi di
uno stato di inflammazione cronica a livello del tessuto adiposo, che non ¢ piu in grado di svolgere
correttamente la funzione di accumulo regolato di trigliceridi e di produzione di adipochine (Lyer et
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al. 2010).

L'eccessiva massa grassa e associata ad un aumento dei livelli di proteine pro-infiammatorie come
TNF-a, IL-6 e la proteina C-reattiva (CRP); livelli aumentati di CRP e l'induzione di IL-6 sono
predittivi per lo sviluppo del diabete di tipo 2 in varie popolazioni (Scarpellini et al. 2012).

Il tessuto adiposo "sano" e caratterizzato dalla presenza di linfociti T-helper e linfociti T citotossici
di tipo Th2, che insieme ai macrofagi di tipo M2, producono IL-10 e fattori che regolano
negativamente l'inflammazione (Feurer et al. 2009). Al contrario, nel tessuto adiposo di soggetti
obesi si assiste ad un'alterazione della componente cellulare del sistema immunitario con una
polarizzazione di tipo Th1 che favorisce l'infiltrazione di macrofagi pro-infiammatori.

Uno stato di inflammazione cronica gioca un ruolo cruciale nella patogenesi delle disfunzioni
metaboliche correlate all'obesita. Studi clinici ed epidemiologici hanno mostrato una chiara
connessione tra lo sviluppo di risposte infiammatorie e le malattie metaboliche, in particolare la

patogenesi del diabete mellito di tipo 2.

Lobesita e le patologie ad essa correlate vengono inquadrate in quella che viene chiamata
“sindrome metabolica”, riferendosi con questo termine ad una situazione clinica in cui i fattori
genetici e quelli ambientali cooperano all'insorgenza e alla progressione di una patologia
estremamente complessa (Alberti et al. 2005). Secondo una definizione della WHO, per sindrome
metabolica si intende un gruppo eterogeneo di disordini metabolici in cui la resistenza insulinica,
I'intolleranza glucidica o il diabete di tipo 2 si associano con almeno altri due squilibri metabolici
tra obesita addominale, ipertensione, microalbuminuria e dislipidemia. Nell'lambito metabolico,
I'associazione dell'obesita all’insulino-resistenza € ormai evidente da diversi anni (Zeyda et al.
2009).

Linsulino-resistenza e determinata da una ridotta sensibilita all’insulina dei principali organi
bersaglio come il tessuto adiposo, il fegato e il muscolo. Tali organi diventano quindi insensibili
all'azione delllormone e per far fronte a questa insufficienza, I'organismo produce piu insulina
(iperinsulinemia). L'insulina ha la funzione di regolare la captazione di glucosio e la concentrazione
degli acidi grassi liberi circolanti: in particolare, nel tessuto adiposo riduce la lipolisi diminuendo in
tal modo l'efflusso degli acidi grassi liberi dagli adipociti e stimola la lipogenesi: nel fegato inibisce
la gluconeogenesi riducendo I'attivita degli enzimi chiave e nel muscolo scheletrico induce I'uptake
di glucosio attraverso la stimolazione della traslocazione del trasportatore di glucosio GLUT4 sulla
membrana plasmatica. Linsulino-resistenza determina quindi un incremento della concentrazione

degli acidi grassi liberi circolanti e 'accumulo ectopico di tessuto adiposo che innesca a sua volta la
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riduzione dell’'uptake di glucosio insulino-mediato nel muscolo scheletrico e aumenta la
produzione di glucosio nel fegato. In definitiva quindi a fronte dello sviluppo di tale resistenza
aumentano i livelli circolanti di glucosio con i conseguenti danni associati al diabete. Lobesita
rappresenta il principale fattore di rischio per lo sviluppo del diabete mellito si tipo 2 (T2D). Esiste
una forte connessione fisiopatologica tra le due patologie, tanto da coniare il termine “diabesita”
(Inzucchi et al. 2012): si stima che circa I’80-90% dei soggetti affetti da T2D siano obesi, cio
conferma I'importanza dell’insulino resistenza, delle disfunzioni pancreatiche e della eccessiva

produzione di glucosio a livello epatico nell’instaurarsi di queste patologie.

Per quanto riguarda l'obesita morbigena, ad oggi la chirurgia bariatrica risulta essere 'unico
approccio terapeutico efficace nella perdita di peso, riduzione delle comorbidita e nel
miglioramento della tolleranza al glucosio. Tuttavia si tratta di un approccio altamento invasivo e
costoso, con interventi spesso irreversibili e adatti a pazienti con BMI superiore a 40 kg/m? o con
BMI tra 35-40 kg/m? con altre comorbidita associate, come ipertensione, malattie cardiovascolari
(Chang et al. 2014, Maggard-Gibbons et al. 2013). La farmacoterapia rappresenterebbe un
approccio per pazienti non eleggibili per la chirurgia bariatrica o che non variano il peso con
I'esercizio, la modifica dello stile di vita sedentario e la dieta. Ad oggi la maggior parte delle terapie
farmacologiche si sono dimostrate inefficaci oppure con effetti collaterali importanti (Apovian et al.
2015), andando soprattutto ad agire in modo non selettivo su meccanismi centrali e non periferici.
Nuovi approcci farmacologici, mirati ad un’azione selettiva su meccanismi periferici e non centrali,

risultano necessari.

1.4.2 Diabete mellito di tipo 2

Il diabete mellito € un’alterazione cronica del metabolismo caratterizzata da un’alta concentrazione
ematica di glucosio, iperglicemia (livelli di glucosio plasmatico a digiuno > 7 mmol/L), dovuta ad
alterazioni della secrezione e/o dell’azione insulinica. Si distinguono due tipi principali di diabete
mellito:
- diabete mellito di tipo 1 o insulino-dipendente (/nsulin-Dependent Diabetes Mellitus, IDDM)
- diabete mellito di tipo 2 o non insulino-dipendente (Non Insulin-Dependent Diabetes
Mellitus, NIDDM)

L'IDDM colpisce generalmente soggetti in giovane eta ed e caratterizzato da distruzione, spesso su
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base immunologica, delle B-cellule pancreatiche, che di solito conduce ad un deficit assoluto di
secrezione insulinica, con iperglicemia e tendenza alla chetoacidosi.

I NIDDM e tipico dell’eta adulta ed avanzata ed e caratterizzato dalla presenza di insulino-
resistenza associata ad un relativo deficit di secrezione insulinica. Questa forma e di gran lunga la
piu frequente nel nostro paese. Alla patogenesi del NIDDM concorrono sia una ridotta sensibilita
all’insulina da parte dei tessuti periferici (fegato, muscolo scheletrico e tessuto adiposo), sia difetti
della secrezione insulinica da parte della B-cellula pancreatica che non & in grado di compensare
per la ridotta azione dell’'ormone.

Linsulino-resistenza € un evento precoce nello sviluppo del diabete che precede di diversi anni
I'esordio della intolleranza glicidica. Inizialmente, le B-cellule pancreatiche possono compensare
I'insulino-resistenza aumentando la loro massa o l'attivita secretoria, determinando quindi una
condizione iniziale di iperinsulinemia nelle fasi iniziali del diabete. Tuttavia, quando Ia

compensazione non € piu adeguata, compare l'iperglicemia.

Il difetto funzionale piu precoce delle B-cellule pancreatiche osservato nel diabete di tipo 2 e la
progressiva riduzione, fino alla scomparsa, della prima fase della secrezione insulinica, cui, nel
tempo, si aggiunge un difetto anche a carico della seconda fase di rilascio dell’lormone (Pratley &
Weyer 2001, Weyer et al. 1999, Eriksson et al. 1989). Oltre alle alterazioni a carico della secrezione
insulinica, nel NIDDM sono presenti difetti della normale pulsatilita del rilascio dell’ormone.
Accanto alle alterazioni funzionali, diverse evidenze suggeriscono che le isole di Langerhans nei
pazienti diabetici di tipo 2 mostrino un decremento del contenuto insulinico e dei granuli in cui &
conservato I'ormone e una marcata riduzione della massa B-cellulare (Marchetti et al. 2004, Butler
et al. 2003, Clark et al. 1988). Inoltre, € stato riportato che le isole di Langerhans nei pazienti con
diabete di tipo 2 mostrano uno spiccato aumento di depositi di amilina, proteina secreta dalla B-
cellula insieme all’insulina, responsabile di tossicita per la B-cellula (Clark et al. 1988). Tuttavia, le
alterazioni morfo-strutturali non sono da sole sufficienti a causare il marcato deficit di secrezione
osservato nel diabete di tipo 2, ma verosimilmente contribuiscono a rendere piu evidente il danno
B-cellulare. Infatti, I'iperglicemia si manifesta solo quando la riduzione della massa B-cellulare &
consistentemente maggiore del 50%.

Sebbene le cause del diabete di tipo 2 siano ignote, € ampiamente dimostrato che fattori genetici
interagiscono con fattori ambientali per lo sviluppo di malattia. La presenza di una forte
componente genetica nell’eziopatogenesi del diabete di tipo 2 e suggerita dalla forte aggregazione

familiare della malattia, dall’elevata prevalenza in determinate popolazioni e dall’elevata
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concordanza di malattia in gemelli monozigoti (Warram et al. 1995, Newmann et al. 1987). Fattori
ambientali quali I'incremento ponderale, la dieta, l'attivita fisica, I'eta, interagiscono con la
predisposizione genetica per determinare l'insorgenza della malattia.

Un importante fattore di rischio per questa forma di diabete e l'obesita, come dimostrato da
numerosi studi di popolazione (Perry et al. 1995, Chan et al. 1994, Felber et al. 1993). Oltre I'80%
dei soggetti diabetici di tipo 2 € in sovrappeso e I'obesita e la sedentarieta sono i principali fattori
di rischio.

| meccanismi che legano l'obesita al NIDDM sono complessi e non ancora del tutto noti. Alcuni
studi sembrano indicare I'esistenza di un substrato genetico comune tra le due malattie. E stato
osservato, infatti, che alterazioni del recettore B3-adrenergico (coinvolto anche nella patogenesi
dell'obesita) favoriscono la comparsa precoce del NIDDM indipendentemente dal concomitante
sovrappeso (Walston et al. 1995). E stato osservato che l'effetto diabetogeno dell’'obesita & tanto
maggiore quanto piu bassa € la suscettibilita genetica al NIDDM; in altri termini, mentre i soggetti
geneticamente pil predisposti possono diventare diabetici anche se normopeso, in molti altri il
NIDDM si manifesta solo in caso di sovrappeso. Cid spiega perché l'aggregazione familiare del
NIDDM e maggiore nei pazienti magri rispetto a quelli obesi. Inoltre, I'obesita androide ha un
effetto diabetogeno maggiore dell'obesita ginoide. Infatti, il rapporto vita-fianchi costituisce un
fattore di rischio per lo sviluppo del NIDDM, indipendentemente dal sovrappeso (Chan et al. 1994).
Pertanto, la cura dell’'obesita rappresenta un’efficace misura preventiva nei confronti del NIDDM.
Anche nei soggetti obesi con ridotta tolleranza glicemica, il calo ponderale previene I'evoluzione
verso il diabete clinicamente manifesto (Long et al. 1994).

La condizione fisiopatologica pil importante che accomuna l'obesita e il NIDDM ¢ l'insulino-
resistenza. | pazienti obesi affetti da NIDDM mostrano concentrazioni di insulina circolante
aumentata o normale, ma con quasi completa scomparsa della fase precoce di secrezione; questo
fenomeno rappresenta un marker precoce di sviluppo di diabete mellito (Polonsky et al, 1988).
Fegato, tessuto muscolare scheletrico, cellula pancreatica e tessuto adiposo hanno un ruolo
fondamentale nel meccanismo patogenetico della malattia diabetica. Il tessuto adiposo,
soprattutto quello viscerale, ha un ruolo di primo attore nel determinismo della malattia diabetica.
Il filo che unisce 'obesita al diabete conclamato e rappresentato dall’'aumento dell’ossidazione
lipidica dovuto all’eccessiva disponibilita di acidi grassi provenienti dal tessuto adiposo viscerale,
con conseguente riduzione dell’utilizzazione di glucosio. Infatti, come gia ricordato, la maggior

concentrazione di acidi grassi in circolo e di glicerolo e il parallelo incremento ponderale a carico
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della massa adiposa viscerale creano i presupposti per un aumento di produzione epatica di
glucosio e per una ridotta utilizzazione periferica dello stesso substrato. La ridotta ossidazione del
glucosio e quindi la conseguente ridotta glicogenosintesi determinano col tempo uno stato di
iperglicemia. Il NIDDM si manifestera quando l'iperinsulinemia non riuscira piu a compensare il
difetto sulla glicogenosintesi. Pertanto, il glucosio post-prandiale non piu totalmente utilizzato per i
depositi di glicogeno innalzera i livelli glicemici. Liperglicemia cronica porta ad un esaurimento

funzionale della secrezione insulinica determinando un aggravamento dell’iperglicemia.
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1.5 Incretine

1.5.1 GIP e GLP-1

Il concetto di “incretine”, ovvero di ormoni intestinali in grado di stimolare la secrezione di insulina,
nasce dalla osservazione che una determinata quantita di glucosio somministrato per via orale
provoca una risposta insulinemica nettamente superiore a quella indotta dalla stessa quantita di
glucosio somministrata per via endovenosa (Drucker 2006; Nauck et al. 1986), suggerendo, quindi,
la partecipazione di un “fattore intestinale” che potenzia la secrezione insulinica.

Nel 1963, MclIntyre propose che, in risposta all’ingestione di glucosio, venissero rilasciati dal tratto
digiunale alcune sostanze umorali che insieme al glucosio contribuivano a favorire la secrezione di
insulina da parte delle B-cellule e, nel 1969, Unger ed Eisentrout introdussero il concetto di “asse
entero-insulare” (Formoso et al. 2006). GIP (Glucose-dependent Insulinotropic Peptide) e GLP-1

Illl

(Glucagon-Like-Peptide-1) sono stati i primi due fattori responsabili dell’“effetto incretinico” ad

essere stati identificati.

Il GIP, la prima incretina ad essere stata scoperta, e stata isolata dall’intestino del maiale nel 1970
da John Brown (Drucker 2006, Brown & Dryburgh 1971). Il GIP & un peptide di 42 aminoacidi,
secreto nell'uomo dalle cellule K localizzate nel duodeno e nelle anse prossimali del digiuno.
Inoltre, questo ormone e stato localizzato anche nel Sistema Nervoso Centrale (SNC) dove gioca un
ruolo fondamentale nel controllo della sopravvivenza cellulare (Nyberg et al. 2005). Le cellule K, in
risposta all’assunzione di cibo, rilasciano GIP in quantita proporzionale alla quantita di nutrienti
assorbiti. Una volta prodotto, il pro-GIP viene processato da parte della pro-ormone convertasi
(PC1/3) all’interno delle cellule K e come risultato viene ottenuto il peptide bioattivo (Ugleholdt et
al. 2006). Poiché il GIP contiene un’alanina in posizione 2, rappresenta un ottimo substrato per
I'enzima dipeptidil-peptidasi 4 (DDP-4) che converte la forma attiva del GIP(1-42) nel composto
inattivo GIP(3-42) (Kieffer et al. 1995).

Dieci anni dopo ¢ stato identificato il secondo ormone incretinico, il GLP-1, grazie alla clonazione e
al sequenziamento del gene del preproglucagone (Bell et al. 1983). Tale gene & localizzato sul
cromosoma umano 2g36-q37 ed € composto da 6 esoni e 5 introni, con l'intera sequenza

codificante il GLP-1 localizzata solo nell’esone 4. Nei mammiferi, la trascrizione del gene determina
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la formazione di un singolo RNA messaggero (mRNA), strutturalmente identico nei tipi cellulari in
cui e espresso, ovvero nelle a-cellule pancreatiche, nelle cellule enteroendocrine intestinali, nei

neuroni nel nucleo del tratto solitario e dell’ipotalamo (Cantini et al. 2016), [figura 14].
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Figura 14. Processo di formazione del GLP-1: dal DNA alla sequenza aminoacidica. Tratta da Cantini et al. 2016.
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Il trascritto viene tradotto in una singola proteina precursore di 180 aminoacidi, il proglucagone,
che viene processata in modo differenziale nei vari tipi cellulari a causa dell’espressione tessuto-
specifica dell'enzima pro-ormone convertasi (PC). In aggiunta al GLP-1, il proglucagone codifica per
altri ormoni peptidici come glucagone, GLP-2, oxintomodulina, glicentina, GRPP (Glicentin-Related
Polypeptide), MPGF (Major Glucagon Fragment), IP-1 (Intervening Peptide-1) e IP-2 (Intervening
Peptide-2) (Cantini et al. 2016).

Nell’intestino e nel SNC, il proglucagone viene processato principalmente dagli enzimi pro-ormone
convertasi-1 (PC1) e pro-ormone convertasi-3 (PC3), dando origine ai peptidi GLP-1, GLP-2,

glicentina, oxintomodulina e IP-2 (Vrang et al. 2010). Nel pancreas invece, il proglucagone viene

48



Introduzione

processato dall'enzima pro-ormone convertasi-2 (PC2) che comporta la formazione di glucagone,
GRPP, MPGF e IP-1. Gli enzimi PC1/3 sono espressi nelle cellule a del pancreas suggerendo, quindi,
che GLP-1 venga secreto a bassa concentrazione anche dalle isole pancreatiche (Whalley et al.

2011, Larsen et al. 1997).

Il GLP-1 e secreto dalle cellule enteroendocrine L localizzate nel tratto distale dell’ileo e nel colon
come un peptide inattivo di 37 aminoacidi, il GLP-1(1-37). Il successivo clivaggio post-traduzionale
di sei aminoacidi dalla regione N-terminale del GLP-1(1-37) da parte degli enzimi PC1/3 origina le
forme attive delllormone, GLP-1(7-36) e GLP-1(7-37). Inoltre, I'aggiunta di un gruppo amidico
all’estremita C-terminale mediata dall'enzima peptidilglicina monoossigenasi, genera i peptidi GLP-
1(7-36)NH; e GLP-1(7-37)NH; (Cantini et al. 2016). Tutte queste forme sono equipotenti nell'uomo
e stimolano rapidamente la secrezione di insulina glucosio-dipendente, attraverso un meccanismo
mediato dal recettore per il GLP-1 (GLP-1R).

Tuttavia, I'emivita del GLP-1 bioattivo in circolo € estremamente breve (1-2 minuti), in quanto
subisce una rapida inattivazione da parte dell’enzima DPP-4, che elimina un dipeptide N-terminale
trasformando la forma attiva del GLP-1 nei metaboliti inattivi GLP-1(9-37) e GLP-1(9-36)NH,, con

ridotta affinita per il GLP-1R (Kieffer et al. 1995), [figura 15].
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Le concentrazioni plasmatiche del GLP-1 sono basse durante le fasi di digiuno (5-10 pmol/l) e
aumentano rapidamente entro pochi minuti dall’assunzione di cibo (15-50 pmol/l), che costituisce
lo stimolo fisiologico principale per la sua secrezione dalle cellule enteroendocrine L. Il GLP-1 viene
rilasciato in modo bifasico: un aumento precoce dei suoi livelli nel sangue sembra essere mediato
da fattori neuronali ed endocrini che promuovono la secrezione di GLP-1 dalle cellule distali
dell’intestino ben prima che i nutrienti entrino in contatto con le cellule L (Drucker et al. 2006).

Leffetto insulino-sensibilizzante del GLP-1 potrebbe essere dovuto in parte ad un effetto diretto sul
microcircolo muscolare, per aumentare lo stimolo di insulina e migliorare I'utilizzo di glucosio da
parte dei muscoli (Chai et al. 2014) e potrebbe essere indirettamente mediato dalla soppressione
della secrezione di glucagone che a sua volta porta ad una riduzione della produzione di glucosio
epatico (Hare et al. 2009, Creutzfeldt et al. 1996). Il GLP-1 riduce anche i livelli di glucosio
mediante I'inibizione della secrezione di glucagone dalle a-cellule del pancreas; questa azione pud
avvenire sia direttamente mediata dai recettori del GLP-1 espressi sulle cellule alfa o
indirettamente attraverso la stimolazione della secrezione di somatostatina che, a sua volta,

inibisce la secrezione di glucagone (Vilsboll et al. 2002).

1.5.2 Il recettore del GLP-1

Il recettore del GLP-1 appartiene alla famiglia dei recettori accoppiati a proteina G (G Protein-
Coupled Receptors, GPCRs). E stato identificato per la prima volta attraverso esperimenti di
radiomarcatura nel ratto e nelle isole pancreatiche umane (Donnelly 2012), nel 1992 e stato
clonato da librerie pancreatiche di cDNA derivate da ratto (Thorens 1992) e l'anno successivo

nell'uomo (Dillon et al. 1993, Thorens et al. 1992).

GLP-1R & un recettore a sette domini transmembrana, costituito da 463 aminoacidi, accoppiato

alla proteina G stimolatoria (Donnell 2012), [figura 16].
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Figura 16. Rappresentazione schematica della struttura del GLP-1R.

Strutturalmente, il recettore presenta un ampio dominio extracellulare idrofilico all’estremita N-
terminale, le sette eliche transmembrana connesse da anse intracellulari ed extracellulari, e un
dominio C-terminale. La regione N-terminale contiene una breve sequenza leader di 23 aminoacidi

essenziale per la corretta biosintesi del recettore (Thompson et al. 2014, Huang et al. 2010).

Inoltre, presenta sei residui di cisteina fondamentali per I'interazione con il ligando, insieme ad altri
residui localizzati tra i loop extracellulari dei domini transmembrana 1 e 3 (Runge et al. 2008). Nella
porzione C-terminale, il loop intracellulare del terzo dominio transmembrana, & invece
caratteristico per il legame alle proteine G (Baggio & Drucker 2007). Il GLP-1R puo formare dei
complessi funzionali con il GIP-R, un altro recettore associato a proteina G, per via della loro
elevata omologia di sequenza (Whitaker et al. 2012).

Il GLP-1R e espresso sulle cellule a e B del pancreas, nel sistema nervoso centrale e periferico e nei
tessuti periferici cuore, rene, polmone e tratto gastrointestinale.

Il legame del GLP-1 al suo recettore sulle B-cellule, innesca la cascata enzimatica della proteina G
stimolatoria che determina I'attivazione dell'adenilato ciclasi, portando ad un rapido aumento dei
livelli di adenosina-monofosfato-ciclico (cCAMP). La produzione di questo secondo messaggero
attiva la proteina chinasi A (PKA), la quale fosforila i canali del calcio (Ca?*) voltaggio-dipendenti
determinando I'aumento dei livelli di calcio intracellulare, seguito dalla stimolazione della
secrezione insulinica, che, rappresenta uno degli effetti piu importanti di tale ormone. Questa
stimolazione, tuttavia, € “glucosio-dipendente” e, in presenza di concentrazioni di glucosio al di
sotto di quelle fisiologiche, I'azione insulino-secretoria del GLP-1 & totalmente abolita (Drucker et
al. 1987). Oltre all'attivazione della via di segnalazione PKA-dipendente, il GLP-1R & implicato
nell'attivazione di cascate metaboliche alternative, come quelle mediate dalla fosfatidilinositolo-3-

chinasi (Phosphatidylinositol-3-Kinase, PI3K) e dalle proteine chinasi attivate da mitogeni (Mitogen-
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Activated Protein Kinase, MAPK), responsabili di effetti cellulari diversi. Infatti, I'attivazione del
GLP-1R promuove anche la resistenza all'apoptosi e migliora la sopravvivenza e proliferazione delle
cellule B sia nei roditori che nelle insule umane (Farilla et al. 2003).

Gli effetti benefici del GLP-1 sul controllo glicemico ne fanno una molecola di estremo interesse ai
fini della terapia del diabete tipo 2 e anche dell'obesita, spesso associata a questa forma di
diabete. Rispetto ai soggetti non diabetici, i soggetti con diabete tipo 2 mostrano un “effetto
incretinico” ridotto con ridotta secrezione di GLP-1 in risposta a un pasto (Toft-Nielsen et al. 2001).
La somministrazione di GLP-1 per infusione continua si & dimostrata in grado di aumentare la
secrezione insulinica e di normalizzare sia la glicemia a digiuno sia quella post-prandiale in soggetti
affetti da diabete tipo 2 che presentavano un fallimento secondario al trattamento con sulfonilurea
(Rachman et al. 1997). In uno studio (Zander et al. 2002), il GLP-1 & stato somministrato in
infusione continua sottocutanea mediante microinfusore per 6 settimane. Al termine del periodo
di infusione, i 10 pazienti in trattamento attivo mostravano, rispetto ai controlli ai quali era stata
infusa fisiologica, una diminuzione di 77 mg/dL della glicemia a digiuno e di 1,3 punti percentuali
dell’'emoglobina glicosilata (HbA1c). Inoltre, i soggetti in trattamento attivo riferivano una cospicua

diminuzione dell’appetito e avevano perso in media 1,9 kg rispetto all’inizio del trattamento.

Dunque, l'asse delle incretine rappresenta un interessante target terapeutico per il diabete.
Potenziando l'attivita di questo asse, infatti, si pud ottenere una stimolazione della secrezione
insulinica e anche una inibizione della secrezione di glucagone, capaci a loro volta di ridurre la
glicemia. Inoltre, essendo le incretine attive sulle isole pancreatiche esclusivamente in condizioni
glucosio-dipendente, la stimolazione di questo asse risulta essere capace di ridurre la glicemia

soltanto quando questa € aumentata, con rischio basso o nullo di ipoglicemia.

Tuttavia, il principale limite di una terapia con GLP-1 & la breve emivita dell'ormone. Infatti,
essendo velocemente degradato dalla DPP-4, per poterlo utilizzare come farmaco occorrerebbe
somministrarlo per via infusionale in modo continuo. Non potendo utilizzare il GLP-1 nativo come
tale, la ricerca farmacologica ha superato questo limite offrendo due approcci possibili:
- lo sviluppo di analoghi del GLP-1, agonisti del GLP-1R resistenti alla degradazione
enzimatica da parte della DPP-4;
- l'uso diinibitori selettivi della DPP-4 in grado di prevenire la degradazione dell'incretina e di

aumentare i livelli circolanti di GLP-1 intatto e biologicamente attivo.
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1.5.3 Agonisti del recettore del GLP-1

Gli agonisti sintetici del GLP-1R (GLP-1RAs) sono farmaci in grado di mimare l'azione del GLP-1
umano e resistenti all’azione dell’enzima DPP-4, di conseguenza presentano una maggiore
biodisponibilita, che si traduce in una migliore efficacia clinica. Queste molecole si legano al
recettore del GLP-1 stimolando i suoi effetti farmacologici, e quindi un aumento nel rilascio di
insulina da parte delle cellule B in modo glucosio-dipendente, una soppressione nel rilascio di
glucagone da parte delle cellule a, ritardano lo svuotamento gastrico e il ritmo di assorbimento di
glucosio. Attualmente ci sono diversi GLP-1RA approvati dalla FDA che si trovano in commercio
negli Stati Uniti e nell’Unione Europea: exenatide, lixisenatide, liraglutide, dulaglutide, albiglutide e
semaglutide. Ciascuno di essi presenta comunque differenze nella struttura, nella farmacocinetica,
nell’efficacia clinica, nella modalita di somministrazione e negli effetti collaterali (Lee & Lee 2017),

[figura 17].
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Figura 17. Struttura dei principali agonisti del recettore del GLP-1. Tratta e modificata da Cantini et al. 2016.




Introduzione

Il primo agonista del recettore del GLP-1 ad essere stato approvato & exenatide (nome
commerciale Byetta): si tratta della forma sintetica di exendin-4, passata in commercio in seguito
ad approvazione da parte della FDA nel 2005, utilizzata nel trattamento del diabete mellito di tipo
2.

Exendin-4 & un peptide naturale costituito da 39 aminoacidi, inizialmente identificato come
prodotto della saliva del Gila Monster (Heloderma Suspectum), una lucertola velenosa che vive nel
deserto dell’Arizona (Eng et al. 1992), che viene secreto in risposta all’assunzione di cibo.

Exendin-4 & un potente agonista del recettore del GLP-1, strutturalmente ha un’‘omologia del 53%
con la sequenza aminoacidica del GLP-1 nativo ma risulta resistente all’azione della DPP-4, grazie
alla presenza di una glicina al posto di un’alanina nella parte N-terminale della molecola. Per
questo motivo presenta un’emivita significativamente piu lunga rispetto a quella del GLP-1 (Kim &
Egan 2008, Eng et al. 1992), [figura 18].

La forma sintetica di exendin-4, oggi nota come exenatide, possiede le stesse attivita
glucoregolatorie del GLP-1, incluse la capacita di incrementare la secrezione insulinica glucosio-
dipendente, di inibire in modo glucosio-dipendente I'eccessiva secrezione di glucagone, rallentare

lo svuotamento gastrico e di ridurre I'assunzione di cibo (Zander et al. 2002, Parkes et al. 2001).

Exenatide (’wg_( @:i):fj:i:(g:@:: L |:§3| Kol ]:E:l ENE (:E:l,-,rl. RIL .rE-\ .I-.lvt l@: :I KN (6‘} Gl s s e aAlPIPI P s
7 10 15 0 25 ] 15 40 a5

Figura 18. Sequenza aminoacidica Exenatide. Tratta e modificata da Cantini et al. 2016.

L'efficacia di exenatide come trattamento nel diabete di tipo 2 € stata dimostrata da numerosi studi
clinici e da tre trials di grandi dimensioni della durata di almeno sei mesi, in pazienti non piu
responsivi al trattamento con sola metformina (DeFronzo et al. 2005), sola sulfonilurea (Buse et al.
2004) o combinazione tra metformina e sulfoniluree (Kendall et al. 2005).

Lexenatide riduce in modo significativo i livelli di glicemia a digiuno e post-prandiale nei soggetti
con diabete di tipo 2 e l'iperglucagonemia post-prandiale del soggetto diabetico (Kolterman et al.
2003), rispetto al trattamento con placebo. In tali studi si € osservata una riduzione significativa
della emoglobina glicosilata (HbAlc) nei soggetti in trattamento farmacologico combinato con
sulfonilurea e/o metformina pil exenatide a differenti dosaggi (5 o 10 ug x 2 al giorno) rispetto ai

soggetti in trattamento con sulfonilurea e metformina (gruppo placebo).
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Oltre ad una riduzione della HbAlc e della glicemia, i soggetti trattati con exenatide presentano
una modesta (1,5-2 kg) ma significativa riduzione del peso corporeo (DeFronzo et al. 2005, Kendall
et al. 2005, Buse et al. 2004). Questo farmaco risulta ben tollerato: gli effetti collaterali piu
frequenti a carico dell’apparato gastroenterico (nausea) si attenuavano con la riduzione della
posologia e la durata del trattamento. La riduzione del peso favorita dall’assunzione di exenatide
non & stata associata agli effetti gastroenterici in quanto analisi post hoc hanno dimostrato una
uguale riduzione del peso corporeo in soggetti con e senza nausea e/o vomito (DeFronzo et al.
2005, Kendall et al. 2005, Buse et al. 2004). Questa forma di exenatide, a breve durata d’azione,
viene somministrata due volte al giorno per via sottocutanea. Pur essendo resistente all’azione
della DPP-4, rispetto al GLP-1 nativo, ha comunque un’emivita relativamente limitata (60-90
minuti). Somministrando il farmaco poco prima di un pasto principale, cio e sufficiente a garantire
una buona copertura nella fase post-prandiale, ma non a fornire un effetto costante nel corso della
giornata con sole due somministrazioni giornaliere (Mannucci 2008). Successivamente ¢ stata
approvata una formulazione di exenatide a lunga durata d’azione (nome commerciale Bydureon)
che ne permette la somministrazione una volta alla settimana. Questa forma long acting riduce in
maniera piu efficace i livelli di HbAlc e di glicemia a digiuno rispetto la forma a breve durata

d’azione.

Liraglutide (nome commerciale Victoza) € un analogo sintetico dell'ormone umano GLP-1 e
condivide con quest’ultimo il 97% della sequenza aminoacidica. Questo farmaco & stato approvato
dal’EMA (Agenzia Europea per i Medicinali) il 3 luglio 2009 e dalla FDA (Food and Drug
Amministration) il 25 gennaio 2010.

Il liraglutide e ottenuto modificando il GLP-1, tramite la sostituzione della lisina (K) in posizione 34
con una arginina (R) e mediante I'aggiunta di un acido grasso a 16 atomi di carbonio (acido
palmitico) legato per mezzo di un residuo di glutammato (E) alla lisina in posizione 26 (Knudsen et
al, 2000), [figura 19].

Queste modificazioni consentono alla molecola di auto-associarsi in eptameri in prossimita del sito
d’iniezione aumentando il tempo di rilascio dal tessuto sottocutaneo (Dharmalingam et al. 2011,
Knudsen 2010); inoltre, rendono piu difficile I'accesso della DDP-4 al sito N-terminale e
permettono alla molecola di complessarsi in modo reversibile con I'albumina presente nel flusso
sanguigno. |l risultato € un aumento dell’emivita plasmatica della molecola, una piu lenta

degradazione ed un ritardo nella clearance renale (Knudsen et al. 2005). Questo rende il liraglutide

55



Introduzione

un analogo stabile del GLP-1 e conferisce alla molecola un profilo farmacocinetico caratterizzato da
una emivita plasmatica di circa 13 ore dopo iniezione sottocutanea, permettendone l'utilizzazione

in mono somministrazione giornaliera (Degn et al. 2004), [figura 19].
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Figura 19. Sequenza aminoacidica di exenatide e liraglutide a confronto. Tratta e modificata da Cantini et al. 2016.

Il liraglutide e indicato per il trattamento del diabete mellito di tipo 2 nell'adulto. Se messo a
confronto con exenatide, riduce piu significativamente i livelli di emoglobina glicosilata per via
della sua prolungata emivita. Numerosi studi dimostrano i suoi effetti ipoglicemizzanti, la capacita
di migliorare i parametri del peso e di controllare il comportamento alimentare sia in monoterapia
che in combinazione con altri trattamenti per il diabete (Niswender et al. 2013, Fujishima et al.
2012). Nel 2015, il liraglutide & stato approvato dalla FDA alle dosi di 3mg (Saxenda) come opzione
di trattamento per la gestione cronica dell'eccesso di peso. Il farmaco € indicato in aggiunta a dieta
ed esercizio fisico in soggetti adulti obesi (BMI =30 kg/m?) o sovrappeso (BMI >27 kg/m?), con
almeno una comorbidita correlata al peso, come diabete di tipo 2 e malattie cardiovascolari. Nel
trial SCALE, condotto su 864 pazienti obesi e con diabete mellito di tipo 2, la somministrazione di
liraglutide 3.0 mg una volta al giorno ha dimostrato una riduzione del peso corporeo del 6% dopo

56 settimane di trattamento (Davies et al. 2015).

Negli ultimi anni c’e stato un costante progresso dei GLP-1RA con un interesse crescente nello
sviluppo di farmaci multi-agonisti. Questa evoluzione & principalmente dovuta al fatto che il
proglucagone, nelle cellule enteroendocrine intestinali, viene processato dando origine a diversi
ormoni (GLP-1, GIP, glucagone, oxintomodulina) che hanno ruoli importanti nella regolazione del
metabolismo glucidico e dell’appetito. A riguardo, diversi studi preclinici hanno dimostrato che la
combinazione di peptidi ha un’elevata efficacia nel trattamento dei disturbi metabolici e
dell’'obesita: si tratta di singole molecole note come co-agonisti che possono interagire con due o

tre recettori degli ormoni intestinali. Esempi in fase di sviluppo includono agonisti GLP-1/GIP, GLP-
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1/glucagone e GLP-1/GIP e glucagone (Baggio & Drucker 2021).

Il tirzepatide & una nuova molecola co-agonista GIP/GLP-1 appartenente a questa classe di farmaci.
Si tratta di un peptide di 39 aminoacidi coniugato ad un acido grasso che lega entrambi i recettori
GIP e GLP-1 con elevata affinita ed &€ somministrabile una volta alla settimana per via sottocutanea.
Questa singola molecola integra le azioni di entrambe le incretine: il GIP & in grado di diminuire
I'assunzione di cibo, di aumentare il dispendio energetico e di ridurre la secrezione di glucagone. La
combinazione con un agonista del recettore del GLP-1, ha come risultato degli effetti importanti sul
metabolismo del glucosio e sulla riduzione del peso corporeo, come hanno dimostrato gli studi di

fase Il pubblicati alla fine del 2021 (Del Prato et al. 2021).

Sono attualmente in fase di sviluppo (fase pre-clinica o fase 1) molecole che combinano I'azione dei
tre agonisti GLP-1/GIP e glucagone con l'obiettivo di migliorare costantemente I'efficacia di questi

farmaci sul controllo della glicemia e sulla perdita di peso (Brandt et al. 2018).

1.5.4 Effetti pleiotropici del GLP-1 e degli agonisti del GLP-1R

Il GLP-1 e gli agonisti del GLP-1R, oltre alla classica azione insulino-sensibilizzante, hanno una serie
di effetti "extra-pancreatici", alcuni dei quali sono mediati dall'attivazione della via di segnalazione
classica del recettore, altri invece sembrano correlati a vie di segnalazione alternative attivate dal

GLP-1R oppure da meccanismi differenti, [figura 20].
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Figura 20. Rappresentazione schematica delle vie di segnalazione mediate dal GLP-1R. A: meccanismo GLP-1R-
dependent o via classica (PKA, PI3K, MAPK). B: ipotesi di eterodimerizzazione del GLP-1R con altri recettori accoppiati a
proteine G putativi. C, D: meccanismi GLP-1R-independent. Tratta e modificata da Cantini et al. 2016.

E stato dimostrato che GLP-1 pud esercitare un effetto cardioprotettivo diretto a livello del
cardiomiocita ed effetti benefici indiretti migliorando alcuni biomarcatori del rischio
cardiovascolare (pressione sanguigna, livelli di colesterolo, trigliceridi post-prandiali e livelli di
glucosio, coagulazione e inflammazione), (Mikhail 2014).

In studi preclinici su topi con ischemia indotta, la somministrazione di liraglutide migliora la
sopravvivenza dei cardiomiociti e la funzione cardiaca; tali effetti persistono anche dopo la
sospensione del farmaco (Noyan-Ashraf et al. 2009). Il liraglutide modula I'espressione di geni
cardioprotettivi, quali Nrf2, PPAR-3/d e I'eme ossigenasi 1, tramite I'attivazione di Akt e GSK3[3
(Glycogen Synthase Kinase 3/5), implicati in pathways differenti rispetto alla via di segnalazione
classica attivata dal GLP-1R (Noyan-Ashraf et al. 2009). Tuttavia, i dati a disposizione non sono
ancora sufficienti per poter discriminare se questi effetti siano dovuti dall'attivazione di pathways
alternativi del recettore o, piuttosto, dall'interazione del liraglutide con differenti target molecolari.
In esperimenti condotti su cuori ischemici/riperfusi di ratto, I'exedin-4 & in grado di ridurre l'area

danneggiata tramite meccanismi dipendenti dal GLP-1R e tali effetti risultano reveriti
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dall'antagonista del recettore, I'exendin(9-39) (Sonne et al. 2008).

L'ipotesi che il GLP-1 e agonisti possano agire mediante I'attivazione di pathways alternativi € nata
osservando come, in topi con delezione del gene GLP-1R (topi GLP-1R7), gli effetti degli agonisti
vengono mantenuti anche in assenza del recettore. Anche I'utilizzo della forma troncata di GLP-1, il
GLP-1(9-36) che ha una bassa affinita per il recettore, ha dimostrato un effetto biologico,
suggerendo quindi I'esistenza di un recettore alternativo al GLP-1R classico. La sua esistenza e
ulteriormente supportata dall'incapacita dell’exendin(9-39), antagonista del recettore classico, di
revertire gli effetti di alcuni agonisti (Cantini et al. 2016).

Nel cuore e stato proposto un duplice meccanismo per I'azione dei GLP-1RAs: I'attivazione della via
classica del GLP-1R potrebbe essere responsabile degli effetti inotropici, della stimolazione
dell'uptake di glucosio e dell'aumento del flusso coronarico, mentre, meccanismi indipendenti dal
GLP-1R e che potrebbero essere attivati sia dal GLP-1(7-36) che dal GLP-1(9-36), sono implicati nel
miglioramento della funzione cardiaca in seguito ad ischemia miocardica (Ban et al. 2008). Nei topi
GLP-1R7, il GLP-1(9-36) limita I'estensione dell'infarto e promuove la sopravvivenza dei
cardiomiociti, tramite I'attivazione delle vie di segnalazione MAPK e PI3K dipendenti, suggerendo
cosi la presenza di recettori alternativi che hanno affinita per la forma troncata del peptide (Ban et

al. 2010).

In diversi studi in vitro e stato dimostrato che il GLP-1 e gli agonisti del GLP-1R hanno un effetto
positivo a livello endoteliale, portando ad un miglioramento della disfunzione delle cellule
endoteliali, riscontrabile nel diabete di tipo 2 e nell'ipertensione. In particolare, mostrano una
riduzione del danno endoteliale, dell'infiammazione e dello stress ossidativo legati a stati di
iperglicemia o ipoglicemia (Ceriello et al. 2013). Anche in questo caso, non e escluso che alcuni

effetti siano dovuti dall'attivazione di meccanismi recettoriali alternativi.

Il GLP-1 gioca anche un ruolo importante nel ridurre I'appetito e aumentare la sazieta agendo su
recettori espressi in differenti aree del cervello, come i nuclei ipotalamici (arcuato e
paraventricolare) (Richards et al. 2014, Wei et al. 1995). Gli agonisti del GLP-1R sono in grado di
inibire la secrezione e la motilita intestinale, compreso lo svuotamento gastrico. Inoltre, sono in
grado di ridurre I'assunzione di cibo, promuovendo la perdita di peso (Monami et al. 2012). Da una
parte, questi effetti sono mediati dall'attivazione dei recettori del GLP-1 espressi a livello delle
afferenze vagali, dall'altra dai recettori espressi a livello del sistema nervoso centrale (Kanoski et al.

2011).
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Negli ultimi anni, si sta indagando sugli effetti del GLP-1 e agonisti del GLP-1R su nuovi target, quali
fegato, muscolo, osso e tessuto adiposo.

Il GLP-1 e i GLP-1RA contribuiscono al controllo glicemico e agiscono sull'omeostasi glicidica anche
inibendo la gluconeogenesi epatica (D'Alessio et al. 2004). Tramite studi in vitro, su epatociti isolati
da ratti, € stato dimostrato che GLP-1 promuove I'accumulo e la sintesi di glicogeno e inibisce la
glicogenolisi indotta dal glucagone (lkezawa et al. 2003, Valverde et al. 1994). Studi in vitro su
miociti isolati da soggetti obesi, hanno dimostrato come GLP-1 ed exendin-4 aumentano l'uptake
del glucosio e il metabolismo ossidativo, suggerendo un effetto diretto, indipendente dall'azione
dell'insulina (Villanueva-Pefiacarrillo et al. 2011).

Inoltre, studi preclinici hanno riportato come la somministrazione delle incretine determina un
aumento della massa ossea e un miglioramento della struttura ossea (Meier et al. 2016, Campbell

et al. 2013, Dicembrini et al. 2012, Henriksen et al. 2009)

Anche il tessuto adiposo rappresenta un nuovo potenziale target del GLP-1 e degli agonisti del suo
recettore. Infatti, queste molecole, di cui € ampiamente dimostrata I'azione positiva sulla perdita di
peso per effetto centrale e sui meccanismi dello svuotamente gastrico, potrebbero esercitare
un'azione anti-obesiogena diretta sul tessuto adiposo. Tuttavia, in letteratura, questa azione a
livello del tessuto adiposo non e del tutto chiara, poiché I'espressione del GLP-1R resta ancora
dibattuta.

Dati ottenuti in vitro, sulla linea cellulare murina 3T3-L1, mostrano un effetto stimolatorio del GLP-
1 e dei GLP-1RA sull'uptake di glucosio, sul metabolismo e sulla differenziazione adipocitaria in
preadipociti murini (Challa et al. 2012). Da questi studi & stato riportato come GLP-1 promuove
I'adipogenesi, I'espressione di markers specifici (A-FABP, PPAR-y) e I'accumulo delle gocce lipidiche,
tramite I'attivazione di pathways alternativi rispetto alla via di segnalazione classica mediata dal
GLP-1R (Yang et al. 2013, Challa et al. 2012).

Al contrario, andando a valutare |'attivita degli agonisti del GLP-1R su cellule precursori di adipociti
umani, e stato dimostrato che il liraglutide ha un effetto anti-proliferativo nei confronti delle cellule
staminali adipose ed ¢ in grado di interferire nell'induzione, in vitro, dell'adipogenesi. Gli effetti
osservati sono mediati dal recettore classico del GLP-1, cosi come dimostrato dalla reversibilita di
tali effetti tramite I'utilizzo dell'exendin(9-39) (Cantini et al. 2015). Un dato interessante mostra

che, l'effetto inibitorio sulla differenziazione adipocitaria, & accompagnato da un aumento
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significativo dell'espressione di adiponectina degli adipociti maturi (Cantini et al. 2015),
suggerendo come il ridotto numero di adipociti che si vengono a formare in presenza di liraglutide
sia rappresentato comunque da cellule qualitativamente piu funzionali. E interessante notare che,
anche la forma clivata del GLP-1 nativo, GLP-1(9-36), ritenuta inattiva, esercita gli stessi effetti,
confermando l'ipotesi di un recettore diverso dal GLP-1R classico, anche nel tessuto adiposo

(Cantini et al. 2016).

1.5.5 Ruolo delle incretine del processo di browning

Fino ai primi anni 2000, la presenza di tessuto adiposo bruno metabolicamente attivo nell’'uomo
adulto e stata oggetto di dibattiti scientifici: in questo contesto la recente pubblicazione di vari
papers che dimostrano la presenza e la distribuzione nell’'uomo adulto di depositi di BAT attivabile
e che tale attivazione risulta essere deficitaria nei soggetti obesi, ha riaperto le discussioni in
merito e ravvivato l'interesse rivolto alla fisiologia del tessuto adiposo bruno. Questo interesse &
stato ulteriormente rianimato dalla scoperta di una sottopopolazione di cellule disperse all’interno
del WAT che in risposta a diversi fattori ormonali e ambientali possono essere indotte ad un
fenotipo brown-like in grado di svolgere un’attiva termogenesi, con un meccanismo denominato
browning. La possibilita di induzione di uno switch fenotipico da tessuto bianco a bruno, basata
sulle evidenze sperimentali di un possibile reclutamento di precursori del BAT a scapito
dell’espansione del WAT, sembra avere promettenti utilizzi in campo clinico e terapeutico per
I'approccio all’obesita e alle patologie ad essa correlate. Infatti, la possibilita di conversione del
tessuto adiposo bianco dismetabolico in eccesso nell’individuo obeso in tessuto adiposo bruno
che, oltre ad avere un effetto paracrino di controllo metabolico, brucia i grassi accumulati
liberando energia sotto forma di calore, ha fatto intravedere un possibile impiego terapeutico dello
stimolo dell’attivita del BAT (Birerdinc et al. 2013). In considerazione di cido, numerosi studi
retrospettivi hanno messo in evidenza una relazione fra presenza/attivita del BAT nell'adulto ed
alcuni parametri clinici legati all’espansione del tessuto adiposo bianco: oltre ad essere piu esteso
nelle donne rispetto che negli uomini, la quantita di BAT risulta essere inversamente proporzionale
al BMI e all’eta del soggetto (Tews & Wabitsch 2011).

Oltre che sulle cellule endoteliali, sul fegato e altri organi, in letteratura sono stati descritti gli
effetti extra-pancreatici delle incretine tra cui alcuni, in data piu recente, anche sul tessuto adiposo

(Cantini et al. 2016, Yamada et al. 2016, Van Genugten et al. 2013). Nello specifico, alcuni di questi
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studi avevano gia dimostrato come il GLP-1 e gli agonisti del suo recettore possano stimolare i
processi di lipogenesi e lipolisi a livello del tessuto adiposo bianco (Sancho et al. 2006).
Successivamente, in studi preclinici realizzati in vitro (adipociti 3T3-L1) e in vivo (topi C57BL/6J) Xu
et al, hanno mostrato come agonisti del GLP-1R siano in grado di regolare il metabolismo lipidico
sottostando all'azione di SIRT1: la deacetilasi SIRT1 NAD+-dipendente, attivata a sua volta dal
pathway dellAMPK, e stata indicata negli ultimi anni come un fattore chiave nei processi di
termogenesi del BAT via attivazione di UCP-1 (Andrade et al. 2014, Um et al. 2010). Questi studi
nello specifico hanno mostrato come l'infusione cronica a livello periferico di exenatide, in
dipendenza da SIRT1, stimola nel WAT un processo di rimodellamento in senso brown
promuovendo la lipolisi (tramite up-regolazione dell’'enzima limitante ATGL), ossidazione di acidi
grassi e biogenesi mitocondriale (Xu et al. 2016).

Altri lavori recenti realizzati in vivo su modelli murini hanno anche dimostrato che la segnalazione
mediata dall'asse CNS-GLP-1R stimola direttamente la termogenesi del BAT interscapolare (Lockie
et al. 2012). Sulla stessa linea, un altro gruppo di ricerca ha indicato come la stessa stimolazione
centrale del GLP-1R puo0 accelerare la clearance plasmatica dei triacilgliceroli (TAG) e del glucosio
via attivazione del BAT nel topo (Kooijman et al. 2015). Per indagare piu approfonditamente i
meccanismi molecolari del network termoregolatorio indotto dall’attivazione del GLP-1R, Beiroa et
al, hanno studiato gli effetti ottenuti in seguito ad iniezione intracerebroventricolare (ICV) di
liraglutide, postulando che il sistema del GLP-1 a livello centrale possa stimolare la termogenesi del
BAT e il fenomeno di browning attraverso la via di signalling della PKA attivata dallAMPK
ipotalamica, localizzata nel nucleo ventromediale (Beiroa et al. 2014). Lo stesso meccanismo &
stato ulteriormente testimoniato da studi condotti in vivo e in vitro da un altro gruppo di ricerca in
seguito ad up-regolazione, mediata dal liraglutide, della guanilato ciclasi solubile (sGC) e della

protein chinasi G | (PKGI) (Zhu et al. 2016).
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1.6 Glucagone

Il glucagone & un ormone prodotto e secreto dalle a-cellule pancreatiche, che rappresentano circa
il 20% della quota cellulare totale del pancreas. Tale ormone svolge un ruolo fondamentale nella
regolazione dell'omeostasi del glucosio, contrastando I'azione dell'insulina, specialmente in
risposta ad una diminuzione dei livelli di glucosio nel sangue.

Fino al 1955, l'esistenza di questo secondo ormone prodotto dalle isole pancreatiche era stata
solamente ipotizzata in seguito all'osservazione degli effetti iperglicemizzanti ottenuti tramite la
somministrazione di estratti pancreatici, in particolare da Kimball e Murlin (Piro & Purrello 2008).
Questi autori ipotizzavano la presenza di un ormone distinto dall’insulina, in seguito chiamato
glucagone, che determinava iperglicemia transitoria dopo la somministrazione di estratti di
insulina. Nel 1957, Straub per primo purifico e ottenne la sequenza di questo ormone, e descrisse
la capacita di ripristinare I'effetto ipoglicemizzante ottenuto con l'insulina (Piro & Purrello, 2008).
Tuttavia, a causa delle difficolta di misurazione e dell’instabilita della molecola, le misurazioni
qguantitative sono state effettuate solo dopo Ilavvento delle metodiche di dosaggio
radioimmunologico (Radio-Immuno-Assay, RIA). Ulteriori studi hanno poi dimostrato che gli stimoli
ipoglicemizzanti sono in grado di stimolare la secrezione di glucagone e, inoltre, che quando la
glicemia aumenta, la secrezione di glucagone si riduce (Piro & Purrello 2008).

Il glucagone & un ormone costituito da 29 aminoacidi, processato a partire dal suo precursore, il
proglucagone. Il gene del proglucagone e espresso nelle a-cellule pancreatiche, nelle cellule
enteroendocrine intestinali e nei neuroni del tratto solitario e dell'ipotalamo. Tale gene codifica
una proteina di 180 aminoacidi che viene processata in modo differenziale nei vari tipi di cellule a
causa dell'espressione tessuto specifica dell'enzima pro-ormone convertasi (PC), il quale taglia il
proglucagone in differenti siti, [figura 21]. La presenza massiva di PC2 nelle a-cellule porta ad una
produzione predominante di glucagone. Contrariamente, nelle L-cellule intestinali e nel SNC, la
presenza predominante di PC1/3 permette la produzione di GLP-1, GLP-2, glicentina e

oxintomodulina.
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Figura 21. Meccanismi di diverso processamento del proglucagone in base all‘attivita e alla localizzazione tessuto
specifica dell'enzima pro-ormone convertasi (PC). Tratta da Sandoval & D'Alessio 2015.

La secrezione di glucagone da parte delle a-cellule del pancreas e regolata dalla presenza di una
comunicazione elettrica tra diversi canali ionici. Il canale del potassio ATP-sensibile (Karp) €
considerato il principale regolatore della secrezione di glucagone (Cheng-Xue et al. 2013, Gromada
et al. 2004); é infatti in grado di innescare variazioni del potenziale di membrana in riposta
all'aumento dei livelli intracellulari del rapporto ATP/ADP. Quando i livelli del glucosio nel sangue
aumentano, questo viene trasportato all'interno delle o e B-cellule e tramite metabolismo
ossidativo viene prodotto ATP. L'aumento del rapporto ATP/ADP determina la chiusura dei canali
Katp € conseguente depolarizzazione della membrana che porta all'apertura dei canali del calcio
(Ca?*). L'aumento del flusso di Ca?* intracellulare induce I'esocitosi dei granuli secretori contenenti
insulina da parte delle B-cellule. Contemporaneamente, la depolarizzazione della membrana,
determina l'apertura dei canali del sodio (Na*) voltaggio-dipendenti presenti sulle a-cellule vicine

bloccando I'esocitosi dei granuli contenenti glucagone (Sandoval & D'Alessio 2015), [figura 22].
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Figura 22. Meccanismo di secrezione di insulina e glucagone da parte rispettivamente delle 3 e a-cellule pancreatiche.
Tratta da Sandoval & D'Alessio 2015.

Quando i livelli di glucosio nel sangue si abbassano e il rapporto ATP/ADP diminuisce, i canali Karp si
aprono, determinando l'iperpolarizzazione del potenziale di membrana. Questa variazione
determina l'apertura dei canali del Ca?* e l'aumento del flusso di Ca?* intracellulare induce
I'esocitosi dei granuli secretori contenenti glucagone.

La secrezione di glucagone, analogamente a quella dell'insulina, & strettamente regolata dai livelli
di glucosio nel sangue. Da una parte, bassi livelli di glucosio inibiscono la secrezione di insulina,
dall'altra, stimolano la secrezione di glucagone da parte delle a-cellule pancreatiche. Questa
azione del glucosio sembra essere dovuta ad un'azione diretta dello stesso sulla a-cellula, in
guanto si verifica a concentrazioni glicemiche inferiori alla soglia di stimolo della secrezione di
insulina. La stessa insulina inibisce il rilascio di glucagone con un meccanismo paracrino, grazie alla
vicinanza tra le cellule pancreatiche (Gromada et al. 2007). |l risultato finale € determinato, quindi,
da tutte le interazioni cellulari dell'isola pancreatica e dal prodotto dei vari ormoni che stimolano o
inibiscono cellule vicine.

Oltre al ruolo del glucosio, ad oggi sono noti altri stimoli che sembrano regolare la secrezione del
glucagone, come il GLP-1, GLP-2, gli acidi grassi, il sistema nervoso autonomo e gli aminoacidi

circolanti (Meier et al. 2006, Dunning et al. 2005, Bollheimer et al. 2004).

Gli effetti del glucagone sono mediati dal legame dell'ormone ad un recettore specifico (GCGR)
appartenente alla famiglia dei recettori accoppiati a proteina G (Mayo et al. 2003). Tale recettore

presenta una sequenza altamente conservata nell'uomo ed é costituito da 485 aminoacidi, dei
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quali 143 costituiscono il dominio extracellulare (Soni 2016). Il recettore del glucagone & espresso
abbondantemente nel fegato, ma anche nel cervello, nel cuore, nel rene, nel tratto

gastrointestinale e nel tessuto adiposo (Campbell & Druker 2015), [figura 23].
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Figura 23. Azioni fisiologiche mediate dal glucagone tramite il legame al suo recettore, il quale risulta espresso nel
fegato, nel cervello, nel cuore, nel rene, nel tessuto adiposo e nel tratto gastrointestinale. Tratta da Campbell & Druker
2015.

Studi su topi con delezione del gene GCGR (topi GCGR7") presentano livelli di glucosio nel sangue
pil bassi e aumentata tolleranza al glucosio rispetto ai controlli (Conarello et al. 2007, Gelling et al.
2003). L'aumento della tolleranza al glucosio non & correlato ad un aumento della secrezione di
insulina, ma piuttosto ad una maggiore sensibilita all'insulina (Sgrensen et al. 2006). Se sottoposti
a digiuno prolungato, i topi GCGR’- presentano grave ipoglicemia, dimostrando il ruolo
fondamentale del glucagone nel mantenimento della glicemia (Conarello et al. 2007, Gelling et al.
2003) Inoltre in questi animali & stato osservato un aumento delle dimensioni del pancreas,
principalmente attribuito ad iperplasia delle a-cellule, dimostrando che la segnalazione mediata

dal recettore & importante per la normale proliferazione cellulare (Gelling et al. 2003).
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Il legame del glucagone al suo recettore innesca |'attivazione della proteina G stimolatoria, con la
conseguente attivazione dell'adenilato ciclasi che aumenta i livelli intracellulari di cAMP. Alla
produzione di questo secondo messaggero cellulare segue |'attivazione della proteina chinasi A
(PKA). Oltre a questo pathway, il glucagone e implicato nell'attivazione di altre vie di segnalazione
mediate da AMPK (5'-AMP-activated protein kinase), MAPK (mitogen-activated protein kinase) e
INK (c-Jun N- terminal kinase) (Kimball at al. 2004, Chen et al. 1998).

1.6.1 Fisiopatologia

In condizioni fisiologiche, il glucagone viene rilasciato nel flusso ematico in risposta all'ipoglicemia
per contrastare l'azione dell'insulina nei tessuti periferici, prevalentemente nel fegato, agendo
come un contro-regolatore per il ripristino della normoglicemia. Nel fegato, il glucagone inibisce la
demolizione del glucosio attraverso la glicolisi e promuove la sintesi di glucosio attraverso la
gluconeogenesi. Inoltre, stimola la demolizione di glicogeno epatico attraverso la glicogenolisi e
contemporaneamente inattiva la glicogenogenesi. In questo modo, mediante il blocco della
glicolisi, la stimolazione della demolizione del glicogeno e l'induzione della gluconeogenesi, il
glucagone consente al fegato di rilasciare glucosio, ripristinando i livelli normali dello zucchero nel
sangue.

Oltre alla principale funzione di regolatore dell'omeostasi glicemica, il glucagone e implicato in
numerosi processi metabolici altrettanto importanti.

Gia negli anni '60, diversi studi hanno riportato I'effetto del glucagone sulla mobilizzazione dei
lipidi e sulla regolazione dei lipidi nel plasma (Caren & Corbo 1960, Salter et al. 1960, Paloyan &
Harper 1961, Amatuzio et al. 1962). La somministrazione intravenosa dell'ormone diminuisce i
livelli di colesterolo e la concentrazione dei lipidi nel plasma (Amatuzio et al. 1962, Paloyan &
Harper 1961).

Il glucagone presenta anche un effetto inibitorio sulla sintesi epatica dei trigliceridi. Studi effettuati
su modelli di ratto affetti da iperlipidemia mostrano che il glucagone diminuisce significativamente
i livelli di trigliceridi e di colesterolo-VLDL (Very Low Density Lipoprotein) (Eaton 1973). Questo
effetto sembra correlare all'aumento del signaling del glucagone che regola il catabolismo dei lipidi
e accelera I'eliminazione dei trigliceridi dal compartimento plasmatico (Guettet et al. 1991).
Tuttavia, gli effetti del glucagone sul metabolismo dei lipidi non si limitano ai trigliceridi e al

colesterolo presenti in circolo. Il glucagone agisce direttamente anche sul tessuto adiposo
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sostenendo la lipolisi (Richter et al, 1989). Tale ormone promuove la mobilizzazione dei trigliceridi
attraverso |'attivazione dell'enzima lipasi ormone sensibile (HSL) (Perea et al. 1995). L'HSL libera gli
acidi grassi che vengono esportati al fegato e altri tessuti, come cuore, muscolo scheletrico e rene,
dove posso essere utilizzati come combustibili metabolici al posto del glucosio. In particolare, il
fegato € in grado di convertire questi acidi grassi in corpi chetonici che provvedono ai 2/3
dell'energia fornita al cervello nei periodi di ipoglicemia, portando cosi ad un risparmio di glucosio
(Nair et al. 1988). In questo senso, il glucagone stimola la produzione dei corpi chetonici e

I'ossidazione degli acidi grassi, mentre diminuisce la loro esterificazione (Vons et al. 1991).

Il glucagone & anche implicato nel controllo del dispendio energetico e della termogenesi. Studi
condotti in vitro hanno dimostrato che l'iperglucagonemia aumenta il dispendio energetico
stimolando il consumo di ossigeno e la produzione di calore da parte del tessuto adiposo bruno
(Kuroshima & Yahata 1979, Joel 1966). Dati ottenuti da studi su ratti (Martin & Novin 1977) e
sull'uomo (Geary et al. 1992, Penick & Hinkle 1961, Stunkard et al. 1955) hanno mostrato che la
somministrazione intravenosa di glucagone durante un pasto aumenta il senso di sazieta e
diminuisce I'assunzione di cibo, andando ad agire direttamente sul sistema nervoso centrale.

Il glucagone, quindi, pud stimolare processi catabolici e di termogenesi, andando a
controbilanciare i suoi effetti anabolici legati alla regolazione dell’omeostasi glicemica. Il glucagone
inoltre promuove il dispendio energetico: sia nei topi, sia nelll'uomo, l'infusione di quest’'ormone
risulta in un aumentato consumo di ossigeno (Habegger et al. 2010). Studi in vitro hanno suggerito
che questo effetto potrebbe essere mediato dal tessuto adiposo bruno (BAT): le basse temperature
provocano infatti un aumento dei livelli di glucagone nel plasma, facendo pensare ad un suo
ipotetico ruolo nella termogenesi “non da brivido”. Cid nonostante, recenti evidenze hanno
indicato che il glucagone svolge questa funzione indipendentemente dall’attivazione del BAT
nell'uomo, forse per via dell’esistenza di meccanismi alternativi (come un ciclo futile del substrato)
sottostanti I'attivita termogenica dell'ormone (Salem et al. 2016).

E interessante notare che il glucagone potrebbe attivare altri fattori tipici del metabolismo a
digiuno, come FGF21 (Fibroblast Growth Factor 21), coinvolti nella stimolazione dell’attivazione dei
depositi di grasso bruno (Habegger et al. 2013). Gli effetti sopra descritti del glucagone potrebbero
essere sfruttati nella terapia del paziente obeso o affetto da T2D; tuttavia, I'uso del glucagone in
monoterapia € associato a stimolo della gluconeogenesi e glicogenolisi epatica, determinando

quindi un effetto contrario al beneficio metabolico (Kazda et al. 2016).
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Attualmente, l'utilizzo del glucagone come farmaco e limitato al trattamento degli episodi
ipoglicemici gravi, che possono verificarsi nei pazienti con diabete mellito trattati con insulina.

In aggiunta, i numerosi effetti positivi sul metabolismo lipidico, sul dispendio energetico e
sull'assunzione di cibo fanno del glucagone un possibile agente farmacologico nel trattamento
della dislipidemia e dell'obesita. Tuttavia, la somministrazione cronica di glucagone, potrebbe
accelerare lo sviluppo di intolleranza al glucosio e insulino-resistenza (Hebberg 2010), oltre ad

avere effetti negativi sul cuore e sulla chetosi.

1.6.2 Co-agonismo GLP-1R/GcgR

La ricerca di singole molecole e, grazie allo sviluppo di recenti approcci altamente tecnologizzati, di
singoli meccanismi per il trattamento dell’'obesita e in generale della sindrome metabolica e
tutt’ora in corso. Sfortunatamente pero la cura di malattie metaboliche complesse come queste
non ha portato ancora i risultati desiderati in termini di efficacia clinica.

In considerazione del fatto che sommare pil terapie si sta dimostrando sempre piu spesso un
approccio non vantaggioso (come nel trattamento di diabete mellito di tipo 2, ipertensione ed altre
patologie tipiche dell’eta avanzata), una promettente strategia farmacologica consiste
nell’integrare piu meccanismi all’'interno di una singola molecola (Sanchez-Garrido et al. 2017,
Tschop et al. 2016, Finan et al. 2015). Un approccio unimolecolare di questo tipo €, infatti, in grado
di garantire vantaggi superiori sia in termini di farmacocinetica, sia di farmacodinamica.
In questo contesto, € ormai dato certo che la simultanea infusione di GLP-1 e glucagone €& in grado
di produrre una ingente perdita di peso e un aumento di consumo energetico nell’'uomo. Dunque,
lo scopo di un doppio agonismo GLP-1R/GcgR, sarebbe quello di accoppiare le proprieta
termogeniche e gli effetti lipolitici indotti dal glucagone, con [attivita anoressizzante e
insulinotropica glucosio-dipendente offerta dal GLP-1, senza che si verifichino problematiche di
iperglicemia associate al solo uso del glucagone. Per quanto, infatti, i due ormoni possiedano
effetti opposti sul controllo della glicemia, & stato ipotizzato che I'integrazione delle loro diverse
attivita potrebbe minimizzare il rischio di effetti collaterali, [figura 24]. Il progetto e inoltre
possibile, dal momento che GLP-1 e glucagone agiscono su recettori strutturalmente affini ed
entrambi gli ormoni peptidici condividono un’elevata omologia di sequenza all’N-terminale (Soni

2016).
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Figura 24. Effetti sinergici del glucagone e del GLP-1 nel trattamento dell'obesita. Tratta da Hebegger et al. 2010.

Di recente, due indipendenti gruppi di ricerca hanno lavorato in questa direzione provando che &
possibile ricostruire questa molecola chimerica. Day et al. hanno sviluppato un peptide avente
come “impalcatura di base” la struttura del glucagone, all’interno della quale e stato incorporato il
GLP-1 nativo: la molecola & stata modificata poi nella seconda posizione della sua sequenza
aminoacidica, rendendola quindi resistente al taglio proteolitico della DPP-4, e vi & stato
addizionato un motivo PEG (polietilenglicole) lineare di 40 kDa per aumentare il suo tempo
d’azione. In studi preclinici condotti su topi DIO (Diet-Induced Obese) questo co-agonista peptidico
GLP-1/glucagone PEGilato ha prodotto un’importante perdita di peso, un aumento del dispendio di
energia e miglioramenti nella steatosi epatica; i risultati si sono mostrati migliori anche di quelli
ottenuti in esperimenti con singoli agonisti del GLP-1R PEGilati realizzati nello stesso modello
murino (Day et al. 2009, 2012).

Pocai et al. hanno altrettanto ricostruito un peptide chimerico co-agonista GLP- 1R/GgcR resistente
all'azione della DPP-4, utilizzando come struttura di base la oxintomodulina (OXM): questi ultimi
hanno inoltre accorpato alla molecola un piccolo motivo a base di colesterolo e un mini spacer
PEG, al fine di prolungare il suo profilo d’azione. Anche in questo caso, in modelli di topi DIO, il
doppio agonista ha riportato buoni risultati nella perdita di peso e nell'assunzione di cibo se
paragonato ai singoli agonisti (Pocai et al. 2009). Infine, un effetto sulla riduzione della steatosi
epatica e stato recentemente dimostrato nel topo in seguito a trattamento con dual agonist (More

et al. 2017).
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Questi lavori indipendenti hanno dimostrato come i doppi agonisti garantiscano una maggiore
efficacia clinica del controllo glicemico e a fini anoressizzanti, soprattutto per ridurre i rischi

diabetogeni associati all’'utilizzo del glucagone in monoterapia, [figura 25].
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Figura 25. Effetti metabolici esercitate dal co-agonismo GLP-1R/GcgR su alcuni organi chiave nella regolazione
dell'omeostasi energetica (cervello, BAT, tessuto adiposo, muscolo, fegato, pancreas e a livello sistemico). Tratta da
Sdnchez-Garrido et al. 2017.

Tuttavia, ad oggi, gli esatti meccanismi molecolari sottostanti gli effetti delle incretine e del
glucagone sul processo di browning rimangono ancora da chiarire e non esistono ancora evidenze
sperimentali circa le azioni dirette esercitate da queste molecole su tale processo nel tessuto
adiposo bianco. La conoscenza dei meccanismi alla base del browning e I'identificazione dei fattori
fisiologici endogeni capaci di stimolare tale fenomeno rappresentano un punto fondamentale per il
futuro utilizzo terapeutico della stimolazione del tessuto adiposo bruno come nuova strategia

terapeutica per I'obesita e le malattie metaboliche associate.
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2. SCOPO DEL LAVORO

Lo sviluppo di obesita si associa ad una disfunzione del tessuto adiposo bianco (WAT) e a
disregolazione della funzione adipocitaria. Il tessuto adiposo bruno (BAT), a differenza di quello
bianco, accumula un minor quantitativo di lipidi che trasforma in calore e sembra esercitare una
funzione di regolazione positiva sull’equilibrio metabolico. Per questo motivo, se da una parte vi e
un crescente interesse nella ricerca di nuove strategie terapeutiche basate su un’azione diretta sul
tessuto adiposo bianco, allo stesso tempo risulta rilevante la possibilita di stimolare il tessuto
adiposo bruno nell'adulto a scapito dell’espansione anomala del WAT in caso di disordini
patologici, quali l'obesita e il diabete mellito di tipo 2. Negli ultimi anni, alcuni agonisti del
recettore del glucagon-like peptide 1 (GLP-1Ras), ampiamente utilizzati nella terapia del diabete di
tipo 2, hanno mostrato risultati promettenti anche sulla riduzione del peso corporeo, rivelandosi
agenti terapeutici per il trattamento dell'obesita. In un recente studio preclinico, il nostro
laboratorio ha dimostrato che diversi GLP-1Ras (GLP-1 nativo, liraglutide) interferiscono con la
capacita proliferativa e differenziativa di cellule staminali adulte umane derivate da tessuto
adiposo bianco sottocutaneo (S-ASC), ipotizzando un’azione diretta sul comparto adiposo. A
seguito di queste evidenze, abbiamo ritenuto interessante prendere in considerazione un altro
ormone chiave nella regolazione dell’lomeostasi metabolica, il glucagone, prodotto del gene pro-

glucagone insieme al GLP-1 a partire da un precursore poi sottoposto a splicing postrascrizionale.

Lo scopo della prima parte di questo lavoro e stato quello di indagare gli effetti esercitati in
vitro dal glucagone sulla capacita proliferativa di un modello di cellule precursori dell’adipocita
umano S-ASC) e sulla loro capacita differenziativa verso I'adipocita bianco maturato in vitro.
Inoltre, abbiamo dimostrato l'espressione proteica del recettore del glucagone (GCGR) e del
recettore del GLP-1 (GLP-1R) mediante tecniche diverse, confermando gli effetti diretti del
glucagone e dei GLP-1Ras sul comparto staminale adiposo. Infine, abbiamo valutato i meccanismi
molecolari coinvolti nell'azione del glucagone e del GLP-1 sulle S-ASC e il ruolo di entrambi i

recettori che mediano tali effetti simili.

Lo scopo della seconda parte del lavoro € stato quello di comparare gli effetti di glucagone,
liraglutide e GLP-1(7-36) sulla riduzione del differenziamento adipogenico in vitro delle S-ASC e,
nello specifico, di indagare I'azione di queste tre molecole sulla stimolazione del processo di
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differenziamento in adipociti di tipo bruno (browning). Per questo motivo, € stata prima eseguita
un’analisi morfologica degli adipociti differenziati con le tre molecole e la valutazione dei marcatori
caratteristici del lineage adipocitario bianco. Successivamente, abbiamo condotto un’analisi dei
marcatori staminali specifici del lineage brite e del differenziamento adipocitario bruno nelle stesse
cellule in presenza dei tre trattamenti. E stato utilizzato come controllo positivo un modello umano
gia caratterizzato di una popolazione primaria di cellule staminali adipose bianche contenenti
precursori brite (B-ASC), isolate dal grasso viscerale che riveste la surrene affetta da
feocromocitoma, condizione in cui i livelli elevati di catecolamine prodotte dal tumore inducono il
lineage bruno. Infine, a supporto del fatto che la stimolazione con glucagone, liraglutide e GLP-1(7-
36) determina uno shift verso fenotipo bruno delle S-ASC indotte, e stata valutata la morfologia e
la funzionalita dei mitocondri negli adipociti indotti a differenziare in presenza delle tre le tre

molecole.
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3. MATERIALI E METODI

3.1 Materiali

| mezzi e il siero di coltura delle cellule sono Sigma-Aldrich (Milano, Italia), mentre il materiale di
plastica & Corning (Milano, Italia).

Tutti gli altri reagenti necessari per le colture cellulari, per la microscopia sono della Sigma Aldrich
(Milano, Italia), se non diversamente indicato.

Il colorante Coomassie per il dosaggio delle proteine & della Bio-Rad Labs (Hercules, CA, USA).
AdipoRed e fornito da Lonza (Milano, Italia).

Liraglutide é fornito dalla Novo Nordisk (SK), mentre GLP-1(7-36), Exendin(9-39), glucagone e des-
His1- [Glu9]-glucagon(1-29) sono della Sigma Aldrich.

3.2 Casistica

| campioni di tessuto adiposo sottocutaneo sono stati prelevati durante operazione chirurgica da
pazienti sottoposti a chirurgia addominale elettiva, dopo opportuno consenso informato. Sono
stati esclusi dallo studio i soggetti affetti da neoplasie, infezioni, inflammazione cronica o acuta e
patologie auto-immuni. Nessuno di loro faceva terapia con steroidi o tiazolidinedioni.

Le biopsie di tessuto sottocutaneo sono state eseguite con bisturi ad ultrasuoni per minimizzare la
possibilita di denaturazione e degradazione del campione. | campioni bioptici ottenuti sono stati
processati a fresco per ottenere popolazioni di cellule staminali (Subcutaneous Adipose Stem Cell,
S-ASC) da mettere in coltura, oppure congelati immediatamente in azoto liquido per essere poi
processati per I'estrazione di proteine ed acidi nucleici, oppure fissati in formalina per essere poi
inclusi in paraffina per I'analisi immunoistochimica.

Di seguito la casistica dei pazienti arruolati e alcune caratteristiche antropometriche note [tabella

1].
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CASISTICA ETA BMI (kg/m?)
1 . n:

o mesenl 55116 39,429

8 femmine (31-80) (23-53,6)

Tabella 1. Caratteristiche antropometriche dei pazienti, le cui biopsie sono state utilizzate per la coltura delle cellule
staminali. In tabella sono indicati i valori medi + SD di eta e indice di massa corporea (BMI) e I'intervallo di variazione
dei parametri analizzati nella coorte di pazienti.

3.3 Isolamento e coltura di cellule staminali umane adulte derivate da tessuto
adiposo

L'isolamento delle cellule e stato eseguito secondo il protocollo modificato di Zuk (Zuk et al. 2001).
| campioni di tessuto adiposo sottocutaneo sono stati prelevati dal paziente in condizioni di sterilita
e posti in contenitori sterili contenenti una soluzione di PBS (phosphate buffer saline),
supplementato con 200 ug/ml di streptomicina e 200 U/ml di penicillina. Le biopsie di tessuto
adiposo sono state lavate ulteriormente in PBS per ridurre la contaminazione da cellule ematiche.
Successivamente le biopsie sono state processate per via meccanica, mediante
sminuzzamento/spezzettamento con bisturi e pinze sterili, e tramite digestione enzimatica con
collagenasi di tipo | (1 mg/ml in PBS) per 1 ora a 37°C. La collagenasi & stata poi inattivata con
uguale volume di DMEM + 20% di siero fetale bovino (fetal bovine serum, FBS). | campioni sono
stati centrifugati per 10 minuti a 800g: il pellet cellulare cosi ottenuto e stato risospeso e tenuto ad
incubare per 10 minuti a temperatura ambiente in un tampone di lisi per globuli rossi RCLB (Red
Cell Lysis Buffer: 155mM NH4CI, 10nM KHCO3, 0,1mM EDTA). Dopo un’ulteriore centrifugazione di
10 minuti a 800g, il pellet e stato risospeso in DMEM + 20% FBS fresco e la sospensione cellulare &
stata filtrata attraverso un filtro a maglie di 150 um di diametro per rimuovere eventuali detriti. Il
filtrato & stato centrifugato nuovamente ottenendo la frazione vascolare stromale (stromal
vascular fraction, SVF), la quale e stata trasferita in una piastra Petri di polistirene da 100 mm con
mezzo di coltura completo (DMEM al 20% di siero fetale bovino (FBS), 100 mg/ml di streptomicina,
100 U/ml di penicillina, 2 mM di L-glutamina, 1 mg/ml di amfotericina-B). Questa prima piastratura

costituisce il passaggio 0 (P0). Una volta terminata la fase di estrazione cellulare, le cellule sono
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state incubate in apposito incubatore alla temperatura di 37°C, in presenza di CO; al 5%. Dopo 24
ore, le cellule non aderenti alla piastra di coltura sono state rimosse mentre quelle aderenti sono
state sottoposte ad un doppio lavaggio in PBS. Dopo 2/3 settimane di messa in coltura, & stato
possibile ottenere una popolazione cellulare confluente ed omogenea dall’aspetto fibroblastoide.
Quando e stata raggiunta la confluenza, le cellule sono state staccate con tripsina-EDTA a 37°C e di
seguito amplificate in fiasche T75 (passaggio 1, P1). Tutti gli esperimenti sono stati effettuati con
cellule a passaggi precoci, generalmente da P1 a P5, ed ogni esperimento e stato ripetuto almeno

3 volte utilizzando S-ASC di pazienti diversi.

| precursori adiposi brite (B-ASC) sono stati precedentemente isolati e caratterizzati secondo un
protocollo molto simile a quello precedentemente descritto, e derivano da biopsie di tessuto

adiposo prelevate nella zona circostante il tumore feocromocitoma (Di Franco et al. 2014).

3.4 Valutazione della proliferazione delle S-ASC
La capacita proliferativa delle S-ASC e stata valutata mediante I'applicazione di metodiche diverse.

Conta cellulare

Sono state piastrate 7x10° cellule, in doppio, in multiwell da 12 pozzetti. Le cellule sono state fatte
crescere in presenza o assenza di glucagone alle dosi di 1, 10 e 100 nM, di GLP-1(7-36) alla dose 10
nM e degli antagonisti Exendin(9-39) e glucagone e des- His1- [Glu9]-glucagon(1-29) alla dose 10
nM . Ad intervalli regolari di tempo, 1-2 e 3 giorni, le cellule sono state tripsinizzate e contate con
camera di Burker. Il numero di cellule e stato ottenuto contando l'esaplicato di ciascun punto

sperimentale; le cellule morte sono state escluse dalla conta dopo colorazione con Trypan Blue.

Incorporazione di [PH] timidina

La sintesi del DNA ¢é stata valutata in base al quantitativo di [3H]TdR incorporata dalle cellule in
seguito a precipitazione in buffer TCA (acido tricloroacetico). Le cellule sono state fatte crescere in
terreno completo con 10% di FBS fino al 40-50% di confluenza, sono state deprivate del siero per
24h e successivamente sono state trattate con concentrazioni crescenti di MTT per 48h. 4h prima
di bloccare la proliferazione, sono stati aggiunti 1.0 mCi/ml di [2H]TdR (6.7 Ci/mmol) in 10% di TCA

preraffreddato. Dopo aver effettuato due lavaggi, prima con TCA, poi con metanolo, le cellule sono
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state solubilizzate in 0.25 N NaOH, ed e stata misurata la radioattivita mediante contatore di

scintillazione. Gli esperimenti sono stati condotti in triplicato e ripetuti almeno tre volte.

Valutazione della vitalita cellulare con tecnica citofluorimetrica

7 x 103 cellule sono state piastrate in multiwells da 12 pozzetti. Raggiunta la confluenza le cellule
sono stimolate con glucagone (1-10-100 nM) per diversi tempi. E stato utilizzato il citofluorimetro
Muse™ con il kit Conta & Vitalita per valutare I'effetto del glucagone sulla proliferazione cellulare.
Tale sistema consente di valutare la vitalita mediante conta delle cellule vive discriminate da quelle
morte sulla base dell'integrita della membrana cellulare. Ad ogni intervallo di tempo
dell'esperimento (1-2 e 3 giorni) le cellule di ogni pozzetto sono state tripsinizzate e
successivamente risospese in terreno fresco completo. In accordo con il protocollo, in ciascun tubo
si aggiunge 380 uL del reagente e poi 20 uL della sospensione cellulare precedentemente
preparata. Si incuba per 5 minuti a temperatura ambiente e al buio ed in seguito si effettua la

lettura allo strumento precedentemente settato.

Valutazione del ciclo cellulare con tecnica citofluorimetrica

4 x 10* cellule sono state piastrate in multiwells da 6 pozzetti. Raggiunta la confluenza sono
stimolate con glucagone (1-10-100 nM) per diversi tempi. E stato utilizzato il sistema Muse™, con il
kit Ciclo cellulare per valutare gli effetti del glucagone sulla duplicazione del DNA: tale sistema
consente un’analisi quantitativa della distribuzione delle cellule nelle varie fasi del ciclo (GO/G1, S,
G2/M). Ad ogni intervallo di tempo dell’esperimento (1-2 e 3 giorni) le cellule di ogni pozzetto sono
state tripsinizzate e pellettate. Successivamente i pellet cellulari vengono fissati in etanolo 70% in
modo da avere una concentrazione finale tra 1 x 10° a 1 x 107 cells/mL. In accordo con il protocollo,
in ciascun tubo si aggiunge 200 pL del reagente e poi 100 pL della sospensione cellulare
precedentemente preparata. Si incuba per 20 minuti a temperatura ambiente e al buio ed in

seguito si effettua la lettura allo strumento precedentemente settato.

Valutazione dell’apoptosi cellulare con tecnica citofluorimetrica

7 x 103 cellule sono state piastrate in multiwells da 12 pozzetti. Raggiunta la confluenza le cellule

sono stimolate con glucagone (1-10-100 nM) per diversi tempi. Per poter valutare gli effetti
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apoptotici del glucagone si utilizza il sistema in citofluorimetria Muse™, con il kit AnnessinaV.

Tale sistema consente un’analisi quantitativa di importanti parametri quali: vitalita, stato
apoptotico e morte cellulare di campioni trattati e non. Il kit utilizza 'annessina V per rilevare la
presenza della fosfatidilserina (PS) sulla membrana esterna delle cellule apoptotiche; inoltre viene
utilizzato nel kit un marcatore di morte cellulare (7- ADD) come indicatore dell’integrita strutturale
della membrana cellulare. Ad ogni intervallo di tempo dell’esperimento (1-2 e 3 giorni) le cellule di
ogni pozzetto sono state tripsinizzate e successivamente risospese in terreno fresco completo. In
accordo con il protocollo, in ciascun tubo si aggiunge 100 pL del reagente e poi 100 plL della
sospensione cellulare precedentemente preparata. Si incuba per 20 minuti a temperatura

ambiente e al buio ed in seguito si effettua la lettura allo strumento precedentemente settato.

3.5 Differenziazione in vitro dei precursori adiposi

La capacita differenziativa delle popolazioni isolate & stata valutata inducendo il differenziamento
in vitro verso il fenotipo cellulare adipocitario. A tal fine le cellule sono state piastrate in multiwell
da 12 o 6 pozzetti ad una densita di 1,3 x 10* cells/mg? e sono state fatte aderire per 24 ore.
Raggiunta la sub confluenza, il terreno di coltura completo e stato sostituito con il medium
specifico per il differenziamento adipogenico, secondo il protocollo di Zuk (Zuk et al. 2001) ed e
stato cambiato due volte alla settimana per tutto il periodo di induzione.

Per la differenziazione adipogenica verso fenotipo bianco, le cellule sono state messe in coltura con
il mezzo di induzione adipogenica il quale conteneva DMEM con il 10% di FBS, 0,5 mM 3-isobutil-1-
methilxantina (IBMX), 1 uM desametasone, 1 UM rosiglitazone e 10 uM di insulina per due
settimane in presenza o assenza di glucagone, liraglutide, GLP-1(7-36) e degli antagonisti del GLP-
1R e del GCGR a differenti concentrazioni. Per la differenziazione adipogenica verso fenotipo
bruno, e stato utilizzato lo stesso cocktail di induzione adipogenica, al quale e stata aggiunta
noradrenalina (NOR) 10 uM. Alla fine del periodo di differenziazione, le cellule sono in parte
raccolte per la valutazione del contenuto proteico e/o dell'/RNA messaggero e in parte colorate con
il marcatore fluorescente AdipoRed o valutate al microscopio ottico dopo colorazioni specifiche.

Il colorante lipofilo Oil Red O (ORO) € ampiamente utilizzato per caratterizzare le cellule adipose
differenziate, perché e in grado di legare i lipidi neutri nelle vescicole di grasso delle cellule
differenziate in vitro, evidenziandole in rosso. | campioni cellulari sono stati fissati con formalina al

10% ed incubati per 60’ a temperatura ambiente. Dopo questo periodo di incubazione si rimuove

78



Materiali e metodi

la formalina e si lava la piastra con H,O sterile e poi si aggiunge isopropanolo al 60% per 2-5". Si
toglie poi I'isopropanolo e si aggiunge la stock solution formata da 2 parti di acqua distillata e 3 di
soluzione madre (5mg/ml di ORO in isopropanolo al 99%) e la si lascia incubare per 5’
Successivamente si lava la piastra con H2O per allontanare il colorante in eccesso e si fotografano

gli adipociti.

3.6 Analisi immunocitochimica mediante immunofluorescenza

| vetrini per I'indagine immunocitochimica sono stati allestiti piastrando 5x10* cellule su vetrini
copri-oggetto alloggiati in piastre da 6 pozzetti. Le cellule sono state indotte verso fenotipo
adipocitario con l'apposito mezzo induttivo in presenza/assenza di glucagone, liraglutide, GLP-1(7-
36) e degli antagonisti del GLP-1R e del GCGR alla dose 10 nM per due settimane. Le cellule sono
state lavate in PBS e incubate con la soluzione di AdipoRed (1:120 in PBS) che marca in modo
specifico i trigliceridi intracellulari. L'incorporazione del colorante AdipoRed puo essere valutata
mediante lettura in fluorescenza (485nM eccitazione; 535nM emissione) allo spettrofluorimetro
(Wallac 1420-Victor, Perkin Elmer, MA, USA) oppure pu0 essere visualizzata al microscopio a
fluorescenza. In questo caso le cellule vengono fissate e permeabilizzate con una soluzione di
paraformaldeide (PF) al 4% per 10 minuti e incubate con una soluzione (1:1000) di DAPI per
colorare i nuclei. Dopo un lavaggio, i vetrini sono stati montati con Prolong Mounting Medium
(Thermo Fisher Scientific, MA, USA), lasciati asciugare ed osservati con microscopio ad

epifluorescenza Leica DM4000.

3.7 Real Time Quantitative RT-PCR e Analisi TagMan

Per I'estrazione dell’mRNA, le cellule sono state lisate con il tampone RLT (Qiagen,Germania)
addizionato con 1% di B-mercapto etanolo e ’'mRNA totale & stato estratto con kit RNeasy Mini
reagent (Qiagen,Germania). LUmRNA totale e stato quantificato mediante misurazione
dell’'assorbanza (260nm) allo spettrofotometro Nanodrop ND-1000.

Sono stati retrotrascritti 400 ng di mRNA totale usando il kit TagMan RT-PCR (Applied
Biosystems). La retrotrascrizione & stata effettuata secondo il seguente protocollo: 25°C per 10
minuti, 48°C per 30 minuti e 95°C per 3 minuti, in un volume finale di 80 ul contenente 500 mM di

KCl, 0,1 mM di EDTA, 100 mM di Tris-HCl a pH 8.3, 5,5 mM di MgCl;, 500 pM di ciascun
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desossinucleotide trifosfato (ANTP), 2,5 umol/L di esameri random, 0,4 U/ul di inibitore delle RNasi
e 1,25 U/ pl di trascrittasi inversa (Multiscribe Reverse Transcriptase).

La misura dell’espressione genica nei campioni retrotrascritti € stata effettuata mediante real time
RT-PCR quantitativa usando il kit TagMan Gene Expression Assay on demand (Applied Biosystems,
Warrington, UK) con i primers e le sonde per i seguenti marcatori: GAPDH, adiponectina (APN),
PPARY, FABP4 e HSL, PRDM16, UCP-1, Tbx1 e CD137.

Sono stati aggiunti 12,5 ng di cDNA a 10 pl di mix di PCR contenente ogni primer con sonda e 1x di
Universal Master Mix. Lamplificazione dei campioni & stata effettuata secondo il seguente
protocollo: 50°C per 2 minuti, 95°C per 10 minuti, 95°C per 15 secondi, 60°C per 1 minuto, per 40
cicli, effettuati in ABI Prism 7700 Sequence Detector (Applied Biosystems).

La quantita di espressione del gene bersaglio e stata normalizzata secondo I'espressione del

GAPDH, il gene endogeno di riferimento e calcolata con la formula 2"22%(Livak et al. 2001).

3.8 Estrazione e determinazione del contenuto proteico

Le cellule sono state staccate con PBS e ortovanadato (PBS-OVA) mediante scraper sterile, raccolte
e successivamente centrifugate per 10 minuti a 6000 rpm a 4°C, il supernatante e stato rimosso. |
pellet cellulari ottenuti sono stati lisati in tampone di lisi RIPA costituito da: 20 mM Tris-HCI (pH
7.4), 150 mM NaCl, 0,2 mM EDTA, 0.5% Triton X-100, 1 mM Na3VOs in H,0 supplementato con gli
inibitori delle proteasi e delle fosfatasi (Sigma). Il volume del buffer RIPA & stato aggiunto ad ogni
campione in base alle dimensioni del pellet ed & stato fatto agire per 30 minuti in ghiaccio. La
concentrazione proteica dei campioni, espressa in pug/ul, & stata valutata mediante I'applicazione
del metodo Bradford (Bradford 1976). Viene utilizzato il Coomassie blue brilliant (Biorad, Hercules,
CA), come colorante specifico delle proteine, che presenta un picco massimo di assorbimento ad
una lunghezza d’onda (A) di 595 nm: il colorante si lega preferenzialmente ai residui basici ed
aromatici delle proteine, determinando una colorazione del campione tanto piu intensa quanto
maggiore € la concentrazione proteica. Lallestimento della curva standard e stato effettuato
utilizzando concentrazioni note crescenti di albumina sierica bovina (BSA) comprese nell’intervallo
0-10 pg/ul, incubate per 30 minuti con il Coomassie (diluizione 1:5 in acqua deionizzata).
Lassorbanza dei singoli punti & stata valutata allo spettrofotometro (Spectrophotometer 6405
UV/Vis, Jenway, UK) ad una A di 595 nm e a ciascun valore & stata sottratta I'assorbanza del bianco

(0 pg/ul BSA). Interpolando sulla curva standard ottenuta (assorbanza in funzione della
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concentrazione) i valori di assorbanza registrati per ciascun campione in analisi, & stato possibile
ottenere i relativi quantitativi proteici. La correlazione fra assorbanza e concentrazione e espressa

dalla legge di Lambert-Beer:

A=gdc
dove A rappresenta l'assorbanza, € il coefficiente di estinzione molare, d il cammino ottico della

soluzione, c la concentrazione del campione.

3.9 Elettroforesi monodimensionale su gel di poliacrilammide (SDS-PAGE) e analisi
Western Blot

Lelettroforesi su gel di poliacrilammide con sodio dodecilsolfato (SDS-PAGE) € una metodica che
consente di separare le proteine in base al loro peso molecolare, per individuare e analizzare
quelle di interesse. A questo scopo, sono stati utilizzati gel precast stain-free (Bio-Rad) dotati di
pozzetti singoli per il caricamento. Per la preparazione dei campioni, sono state prelevate aliquote
contenenti la stessa quantita di proteine, ciascuna da 30 ug totali, sono stati risospesi in un egual
volume di tampone di corsa riducente (Sample Buffer 4X: 62,5 mM Tris pH 6.8, 20% glicerolo, 4%
SDS, pironina, 200 mM ditiotreitolo - DTT) e sono stati bolliti per 10’ a 70°C. La composizione del
tampone di corsa, associata al processo di bollitura, permette di denaturare completamente le
proteine che, in questo modo, acquisiscono una conformazione non strutturata; in particolare, il
DTT agisce a livello dei ponti disolfuro riducendoli, mentre I'SDS si lega lungo la catena
polipeptidica, denaturando le proteine e conferendo loro una carica netta negativa. Nel Sample
Buffer, inoltre, sono presenti un tracciante ionizzabile, la pironina, che permette di seguire
I'andamento della corsa elettroforetica, ed il glicerolo, che rende piu densa la soluzione dei
campioni in modo tale che si stratifichino sul fondo del relativo pozzetto. | campioni cosi preparati
sono stati caricati all'interno dei pozzetti; un pozzetto per ciascun gel e stato riservato al
caricamento di uno standard di peso molecolare (PageRuler Plus Prestained Protein Ladder,
Fermentas, Milano, Italia), in modo da poter avere un riferimento durante e dopo la corsa e poter
successivamente confrontare le proteine di interesse. Terminata la corsa elettroforetica, le
proteine separate sono state trasferite dal gel ad una membrana di polivinilidene fluoruro (PVDF)
compresa nel kit di trasferimento Trans-Blot TurboTMTransfer system (Bio-Rad). La modalita di

trasferimento del Trans-Blot TurboTM consente di ottenere una rapida esecuzione (c.a 7 minuti vs
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le 2 ore del tradizionale metodo di trasferimento proteico). Il kit &€ comprensivo di un buffer
ottimizzante, della membrana di PVDF e di una carta assorbente. Durante la procedura, il gel viene
copiato in membrana e posizionato all’interno dell’apposita cassetta elettrodica dello strumento
(catodo). Avremo pertanto, partendo dall’alto verso il basso: la cassetta elettrodica superiore
(catodo), un primo serbatoio ionico a pila, il gel, la membrana, il secondo serbatoio ionico a pila e
la cassetta elettrodica inferiore (anodo). In tal modo, sfruttando il passaggio di corrente e la
generazione di un campo elettrico, le proteine possono migrare dal gel alla membrana seguendo il
movimento di corrente che va dal catodo alllanodo. Una volta terminato il trasferimento, le
membrane di PVDF sono state incubate overnight a 4°C in agitazione con gli anticorpi primari
specifici, opportunamente diluiti in T-TBS 1X (0,1% Tween-20, 10 mM Tris, 150 mM NacCl, pH 7.4).
Le membrane sono state, quindi, sottoposte a 3 lavaggi da 10’ in T-TBS per eliminare |'anticorpo
primario e, successivamente, sono state incubate per 1 ora e mezza a temperatura ambiente ed in
agitazione con gli anticorpi secondari, coniugati all’'enzima HRP (Horseradish Peroxidase) e diluiti in
T-TBS (diluizione 1:2000). Dopo i lavaggi in TTBS, le membrane sono state incubate con lo specifico
liquido di sviluppo contenente substrato della perossidasi, il luminolo, ed acqua ossigenata (ECL
detection kit, Immobilon, Merck-Millipore), e, in seguito alla reazione di chemiluminescenza, le
immagini sono state acquisite dallo strumento Chemidoc (Chemidoc Touch, Bio-Rad Laboratories,

Segrate, Milano, Italia) mediante il software Image Lab (Bio-Rad).

3.10 Analisi della funzionalita mitocondriale con Seahorse

L'analizzatore metabolico cellulare Seahorse XFe96 (Agilent, CA, USA) con il kit Cell Mito Stress
misura in tempo reale e in vivo il rate del consumo di ossigeno (OCR) e di acidificazione
extracellulare (ECAR) che permettono di determinare la quantizzazione della respirazione
mitocondriale. Il kit comprende quattro molecole che interferiscono con i complessi della catena
respiratoria mitocondriale: oligomicina (inibitore ATP sintasi), FCCP (disaccoppiante della
fosforilazione ossidativa), Rotenone e Antimicina (inibitori dei complessi | e Il rispettivamente). Per
gli esperimenti sono state piastrate 2500 cellule in multiwells da 96. Le S-ASC sono state
differenziate in vitro mediante specifico mezzo di induzione adipogenica in assenza o in presenza di
glucagone, liraglutide e GLP-1(7-36) per due settimane. Al termine del periodo di induzione, &
stato seguito il protocollo previsto dal kit per I'analisi funzionale. 'OCR e stata misurata in

condizioni basali (con DMEM complementato con piruvato 1 mM, glutammina 2mM e glucosio
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10mM) e in risposta a oligomicina, FCCP (alla concentrazione finale di 1 UM per entrambi),
Rotenone e Antimicina (alla concentrazione finale di 0.5 uM). Il report viene generato

automaticamente dal sistema con i valori ottenuti dalle misurazioni effettuate.

3.11 Microscopia elettronica e trasmissione e morfometria mitocondriale

Le cellule tenute in coltura sotto diverse condizioni sperimentali sono state centrifugate, i pellet
risospesi in 4% di glutaraldeide, fissati in 1% di tetrossido di osmio, e imbevuti in Epon 812. Sezioni
ultrasottili sono state colorate con acetato uranile e subnitrato di bismuto alcalino e analizzate
mediante microscopio elettronico JEM1010 (Jeol, Tokyo, Giappone). Le immagini sono state prese
a ingrandimenti di 15000X, 50000X e 80000X utilizzando una fotocamera digitale MegaView Il
(SIS-Soft Imaging System, Munster, Germania), e quelle ottenute a ingrandimento maggiore sono
state utilizzate per I'analisi morfometrica dei mitocondri. Sono stati scelti cinque campi
citoplasmatici in maniera randomica per ogni condizione sperimentale, per un totale di circa 20
profili mitocondriali. L'area di superficie e il perimetro mitocondriale sono stati misurati utilizzando
il Software di analisi delle immagini iTEM (SIS). | mitocondri sono stati contati in almeno 3

immagini ingrandite a 15000X per ciascun campione.

3.12 Analisi immunocitochimica mediante fluorescenza

Sono state piastrate 10° cellule su vetrini copri-oggetto alloggiati in piastre da 6 pozzetti. Le cellule
sono state sottoposte a specifica differenziazione e quindi fissate con una soluzione di
paraformaldeide (PF) al 4% per 10 minuti. Successivamente i vetrini sono stati permeabilizzati a RT
con una soluzione di PBS-Triton X-100 allo 0,2% per 10 minuti. Dopo lavaggio in PBS, i vetrini sono
stati bloccati in siero di capra al 5% per 30 minuti a temperatura ambiente. Dopo lavaggio in PBS-
Tween 0,05 % sono stati incubati per 2 ore RT con gli specifici anticorpi primari, anti-GCGR
(diluizione 1:50), monoclonale anti-GLP1R (diluizione 1:50) e policlonale anti-GLP1R (diluizione
1:50), diluiti in siero di capra al 5%. Successivamente, dopo 3 lavaggi con PBS-Tween 0,05%, i
vetrini sono stati incubati con anticorpo secondario 1gG (anti-mouse o anti-goat, diluiti 1:100),
coniugato con fluorocromo FITC, per 2 ore a temperatura ambiente. Dopo ulteriore lavaggio, i
vetrini sono stati montati su vetrini porta-oggetto con Prolong Gold Antifade Mountant con DAPI
(Thermo Fisher Scientific, MA, USA). Le immagini sono state acquisite al microscopio ad

epifluorescenza Leica DM4000 (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Germany). | controlli negativi
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(non mostrati) sono stati preparati secondo la procedura, escludendo la fase di incubazione con

I'anticorpo primario.

3.13 Espressione di GCGR e GLP-1R mediante analisi immunocitofluorimetrica

Lanalisi dell’espressione del recettore del glucagone (GCGR) e del recettore del GLP-1 (GLP-1R)
nelle S-ASC e stata fatta mediante I'uso di anticorpi monoclonali (anti-GLP1R) e policlonali (anti-
GCGR e anti-GLP1R) marcati con FITC e dei loro rispettivi controlli negativi (anticorpi secondari,
Sigma-Aldrich). Le ASC in coltura sono state staccate con 20 mM di EDTA (acido
etilendiamminotetraacetico) e contate in camera emocito metrica; aliquote corrispondenti a 10°
cellule sono state centrifugate per rimuovere 'EDTA e i pellet risospesi in 1 ml di PBS. 10° cellule
sono state incubate prima a 4°C per 10 minuti con il 15% di FBS e poi con gli specifici anticorpi
primari a 4°C per 30 minuti. Le cellule sono state lavate con 0,5% BSA-PBS, risospese in 0,5 ml dello
stesso buffer e quindi analizzate al citofluorimetro FACScan (Becton-Dickinson), la fluorescenza
verde e stata misurata tramite fotomoltiplicatore FL1. Per ciascun campione sono stati acquisiti

almeno 1000 eventi.

3.14 Analisi statistica

| dati sono stati elaborati mediante I'uso del software Microcal Origin, versione 6.1 (MicroCal
Software Inc., Northampton, MA, USA). Per verificare la distribuzione normale dei dati ottenuti &
stato usato il test Kolmogorov-Smirnov. Per il confronto multiplo dei dati sono state fatte I'analisi
della varianza (ANOVA) ed il test post hoc di Dunnett, mentre per confrontare due classi di dati &
stato usato il test-t di Student. Valori di P<0.05 sono stati considerati statisticamente significativi. |

risultati sono stati espressi come media + SE (standard error).
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4. RISULTATI

4.1 Effetto anti-proliferativo del glucagone sulle S-ASC

Abbiamo valutato gli effetti del glucagone sulla proliferazione delle S-ASC, mediante esperimenti di
conta cellulare. Le cellule sono state piastrate, in doppio, in multiwells da 12 pozzetti e, raggiunta
la confluenza, sono state trattate o no (controllo negativo, ctrl) con tre diverse dosi di glucagone (1,
10 e 100 nM) per 1, 2 e 3 giorni. Ogni giorno le cellule vive sono state tripsinizzate e contate in
doppio con camera di Burker. Il grafico [figura 1] mostra come le cellule proliferino nel tempo in
modo esponenziale e come il glucagone determini un'inibizione della crescita in maniera tempo-
dipendente e dose-dipendente. L'effetto inibitorio e statisticamente significativo per la dose 1 nM
a partire dal terzo giorno, per la dose 10 nM a e 100 nM a partire dal secondo giorno di
trattamento. La pil alta percentuale di inibizione (37%) si osserva con la dose 100 nM al terzo

giorno di trattamento.
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Figura 1. Effetto inibitorio del glucagone sulla crescita cellulare delle S-ASC mediante conta cellulare. Le cellule sono
state trattate con tre dosi crescenti di glucagone (1-10-100 nM) a diversi tempi (1, 2 e 3 giorni). L'istogramma
rappresenta la media + SE del numero di cellule contate. *P<0.05, **P<0.01 glucagone vs il rispettivo ctrl.

Per confermare quanto osservato mediante conta cellulare, gli effetti del glucagone sulla
proliferazione sono stati valutati mediante analisi citofluorimetrica (FACScan). Le cellule sono state
piastrate in multiwells da 12 pozzetti e, raggiunta la confluenza, sono state stimolate con tre dosi

crescenti di glucagone (1, 10 e 100 nM) per 1, 2 e 3 giorni. E stata valutata la percentuale di
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inibizione della vitalita da parte dei diversi trattamenti verso il controllo e abbiamo visto che
I'effetto inibitorio e statisticamente significativo per la dose 100 nM sin dal primo giorno di
trattamento e per la dose 10 nM dal secondo giorno, con un incremento nel numero di cellule

morte [figura 2A-B].
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Figura 2. Inibizione del glucagone sulla crescita cellulare delle S-ASC valutata mediante analisi citofluorimetrica. Le
cellule sono state trattate con tre dosi crescenti di glucagone (1-10-100 nM) a diversi tempi (1, 2 e 3 giorni).

A: L'immagine mostra i plots rappresentativi delle 24 ore ottenuti da esperimenti indipendenti di cellule S-ASC trattate
in assenza (ctrl) e in presenza di glucagone 1, 10 e 100 nM.

B: L'istogramma rappresenta la media percentuale *+ SE di cellule vive (live) e morte (dead). *P<0.05, **P<0.01,
§P<0.000 vs il rispettivo controllo.

Allo scopo di valutare la riduzione del rate proliferativo da parte del glucagone, e stato condotto un
saggio di incorporazione della timidina triziata somministrando alle S-ASC le dosi di glucagone 10 e
100 nM per 24-48 ore. La timidina viene incorporata durante il ciclo di replicazione cellulare e la
radioattivita emessa e proporzionale al grado di proliferazione delle cellule: la radioattivita
incorporata nelle S-ASC e stata determinata mediante conte al Beta-Counter in seguito a lisi
cellulare. | risultati ottenuti mostrano differenze statisticamente significative rispetto al controllo
(S-ASC non trattate) per entrambe le dosi somministrate, indicando che il glucagone ha un effetto

inibitorio sulla proliferazione cellulare dei precursori adiposi [figura 3].
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Figura 3. Inibizione del glucagone sulla proliferazione delle S-ASC valutata mediante saggio di incorporazione della
timidina triziate. Le cellule sono state trattate con due dosi di glucagone (10-100 nM) a 24 e 48 ore.

L'istogramma rappresenta la media percentuale + SE cpm (conte per minuto) dopo 4 ore di incubazione con [*H]TdR.
§P<0.000 vs il rispettivo controllo.

Leffetto anti-proliferativo del glucagone é stato confermato mediante analisi citofluorimetrica del
ciclo cellulare, andando a valutare la distribuzione delle cellule nelle varie fasi del ciclo GO/G1, S,
G2/M in base al contenuto di DNA. Le cellule sono state piastrate in multiwells da 6 pozzetti e,
raggiunta la confluenza, sono state trattate con due dosi di glucagone (10 e 100 nM) per 24 e 48
ore. Dall'analisi delle percentuali di cellule nelle diverse fasi del ciclo cellulare € emersa una
riduzione significativa del numero di cellule in fase S per i trattamenti con glucagone alle dosi 10 e
100 nM gia dopo 24 ore di trattamento (14% e 19% di inibizione per le dosi 10 e 100 nM a 24 ore

di trattamento, 25% di inibizione per entrambe le dosi a 48 ore) [figura 4A-B].
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Figura 4. Riduzione della percentuale di cellule S-ASC in fase S associata al trattamento con glucagone valutata
mediante analisi citofluorimetrica. Le cellule sono state trattate con due dosi di glucagone (10-100 nM) a 24 e 48 ore.
A: L'immagine mostra i plots rappresentativi delle 24 ore ottenuti da esperimenti indipendenti di cellule S-ASC trattate
in assenza (ctrl) e in presenza di glucagone 10 e 100 nM.

B: L'istogramma rappresenta la media percentuale + SE di cellule in fase GO/G1, in fase S e in fase G2/M. *P<0.05,
**p<0.01, §P<0.000 vs il rispettivo controllo.

Infine, siccome la riduzione del numero di cellule osservata in seguito a trattamento con glucagone
pud derivare non solo dalla dimostrata inibizione della proliferazione ma anche da una
concomitante stimolazione dell'apoptosi, € stata valutata l'eventuale attivazione dell’apoptosi
precoce da parte del glucagone nelle S-ASC mediante analisi citofluorimetrica. Questa analisi
prevede la marcatura delle cellule con Annessina V, proteina ad elevata affinita per la
fosfatidilserina, che viene esposta sulla membrana plasmatica delle cellule durante le prime fasi
del processo apoptotico. Anche in questo caso, le cellule sono state piastrate in multiwells da 12
pozzetti e sono state stimolate con due dosi di glucagone (10 e 100 nM) per tempi diversi (24, 48 e
72 ore). Come possiamo osservare sia dai plots rappresentativi che dai grafici a barre, non si
apprezzano differenze significative fra le cellule di controllo e stimolate con glucagone nelle cellule

vive e delle cellule in apoptosi tra i diversi trattamenti [figura 5A-B].
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Figura 5. Il glucagone non attiva I'apoptosi precoce nelle S-ASC valutata mediante analisi citofluorimetrica. Le cellule
sono state trattate con due dosi di glucagone (10-100 nM) per tempi diversi (24, 48 e 72 ore).

A: L'immagine mostra i plots rappresentativi delle 24 ore ottenuti da esperimenti indipendenti di cellule S-ASC trattate
in assenza (ctrl) e in presenza di glucagone 10 e 100 nM.

B: L'istogramma rappresenta la media percentuale + SE di cellule vive (live), in apoptosi precoce (early apop.), in
apoptosi avanzata (late apop.) e morte (dead). Nessuna differenza statisticamente significativa vs il rispettivo controllo.
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4.2 Effetto inibitorio del glucagone sull’adipogenesi in vitro

Abbiamo valutato gli effetti del glucagone sulla capacita differenziativa delle S-ASC tramite
esperimenti di induzione adipogenica in vitro. A tal fine le cellule sono state piastrate in multiwells
da 6 pozzetti e, raggiunta la confluenza, il terreno di coltura completo e stato sostituito con il
mezzo di induzione adipogenica (0,5 mM IBMX, 1 uM desametasone, 1 UM rosiglitazone e 10 uM
di insulina) in presenza o assenza di glucagone (dosi 1-10-100 nM) per due settimane. Al termine
del periodo di differenziazione, gli adipociti sono stati marcati con il colorante fluorescente
AdipoRed, che evidenzia in modo specifico i depositi di trigliceridi intracellulari, e visualizzati
mediante microscopia a epifluorescenza. Come si puo apprezzare [figura 6A-H], le immagini
mostrano una riduzione del contenuto lipidico intracellulare quando il differenziamento viene
condotto in presenza di glucagone 1, 10 e 100 nM.

Per valutare ulteriormente I'accumulo lipidico intracellulare, al termine del periodo di induzione, le
cellule sono state colorate con colorazione Oil Red O che rende visibile I'aspetto multiloculare
caratterizzato da molte gocce lipidiche intracellulari, tipico dell'adipocita maturato in vitro.
Mediante tale analisi qualitativa si osserva una riduzione della capacita differenziativa in presenza
del glucagone 1, 10 e 100 nM rispetto agli adipociti non trattati (ADIPO), [figura 6I-L].

Abbiamo confermato la riduzione del differenziamento adipogenico in presenza di glucagone
mediante I'analisi quantitativa del saggio AdipoRed: dall'istogramma [figura 6M] si osserva un

effetto inibitorio del glucagone sull'adipogenesi statisticamente significativo a tutte e tre le dosi.
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Figura 6. Effetti del glucagone sull'adipogenesi indotta in vitro.

A-H: Microscopia ad epifluorescenza di adipociti differenziati in vitro in assenza (ADIPO) o in presenza di glucagone alle
dosi 1-10-100 nM e marcati con AdipoRed. Immagini rappresentative ottenute a due diversi ingrandimenti: 20X e 40X.
La fluorescenza verde corrisponde alla colorazione AdipoRed mentre la colorazione blu corrisponde alla marcatura
nucleare con DAPI.

I-L: Microscopia ottica di adipociti differenziati in vitro in assenza (ADIPO) o in presenza di glucagone alle dosi 1-10-100
nM e colorati con Oil Red O. Immagini rappresentative ottenute all'ingrandimento 40X.

M: L’istogramma mostra le medie + SE del fold increase relativo alla fluorescenza emessa rispetto alle S-ASC marcate
con AdipoRed. §P<0.000 vs ASC. *P<0.05, **P<0.000 vs ADIPO.

Per confermare I'effetto inibitorio del glucagone sull'adipogenesi indotta in vitro, abbiamo
condotto un'analisi real time quantitativa (QRT-PCR) Tagman sulle S-ASC differenziate in vitro in
presenza o assenza (ADIPO) di glucagone (dosi 1-10-100 nM) andando a valutare |'espressione
genica di markers specifici del differenziamento adipocitario, PPARy, FABP4 e HSL [figura 7]. Dagli
istogrammi si osserva che i trattamenti con glucagone determinano una riduzione dell'espressione

genica di PPARy, FABP4 e HSL, statisticamente significativa con tutte e tre le dosi di glucagone (% di
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inibizione vs ADIPO: 33, 35, 29% per PPARY; 28, 66 e 37% per FABP4; 46, 54 e 37% per HSL alle dosi

rispettivamente di 1-10-100).
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Figura 7. Espressione genica di marker adipocitari. Analisi qRT-PCR Tagman dell’espressione genica di PPARy, FABP4 e
HSL in adipociti differenziati in vitro in assenza (ADIPO) o in presenza di glucagone (dosi 1-10-100 nM). L’istogramma
mostra le medie + SE del fold increase dell’espressione genica vs ADIPO, normalizzata sull’espressione di GAPDH come
housekeeping gene. *P<0.05, **P<0.001 vs ADIPO.

4.3 Espressione del GLP-1R e del GCGR nelle S-ASC

In studi preclinici precedenti, il nostro laboratorio ha dimostrato che il liraglutide, farmaco agonista
del recettore del GLP-1, interferisce con la capacita proliferativa e differenziativa dei precursori
adiposi umani e che tali effetti sembrano essere mediati solo in parte dalla via di segnalazione
classica del GLP-1R (Cantini et al. 2015). Tuttavia, in letteratura, I'espressione del GLP-1R nel
tessuto adiposo e nei precursori adipocitari resta ancora dibattuta. Per questo motivo, abbiamo
valutato l'espressione del recettore del GLP-1 e del glucagone nelle S-ASC mediante tecniche
diverse e confrontando diversi anticorpi monoclonali e policlonali.

In primo luogo, abbiamo dimostrato |'espressione proteica di entrambi i recettori sulla superfice
cellulare delle S-ASC tramite analisi immunocitochimica in fluorescenza. Le immagini ottenute al
microscopio ad epifluorescenza mostrano I'espressione nelle S-ASC del GCGR e del GLP-1R (in
questo caso abbiamo utilizzato due diversi anticorpi primari, rispettivamente monoclonale e
policlonale) rispetto ai controlli negativi [figura 8A].

Questo dato é stato confermato mediante analisi citofluorimetrica (FACScan) delle S-ASC marcate
con gli stessi anticorpi primari anti-GCGR e anti-GLP-1R (monoclonale e policlonale) [figura 8B].

Infine, & stata dimostrata I'espressione proteica del GCGR e del GLP-1R, sia nelle S-ASC che a livello
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del tessuto adiposo, (AT) mediante analisi Western Blot. Lespressione di entrambi i recettori e
stata valutata in lisati proteici (30 pg) di S-ASC e di tessuto adiposo sottocutaneo provenienti da
pazienti diversi, utilizzando come controllo positivo tessuto cardiaco (heart samples, HT) [figura

8C].
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Figura 8. Espressione del recettore del glucagone (GCGR) e del recettore del GLP-1 (GLP-1R) nelle S-ASC.

A: Immagini rappresentative dell’analisi in immunocitochimica di S-ASC incubate con anticorpo primario anti-GCGR (b-
c), anticorpo primario monoclonale anti-GLP-1R (e-f) e anticorpo primario policlonale anti-GLP-1R(h-i). La positivita del
segnale (fluorescenza verde) é presente nelle S-ASC marcate con gli anticorpi primari e completamente assente nei
controlli negativi (a-d-g). Il segnale blu corrisponde alla contro-colorazione nucleare con DAPI. Ingrandimento 20X.

B: L'immagine mostra i plots rappresentativi ottenuti mediante citofluorimetria a flusso (FACScan) dell’espressione sulla
superficie cellulare nella popolazione di S-ASC del GCGR e del GLP-1R (curva verde) rispetto ai controlli negativi. | valori
riportati indicano la media * SD delle cellule positive.

C: Western blot rappresentativo dell’espressione del GCGR e del GLP-1R in lisati proteici di S-ASC provenienti da diversi
pazienti, utilizzando come controllo positivo due diversi lisati di tessuto adiposo sottocutaneo (adipose tissue, AT) e
uno di tessuto cardiaco (heart samples, HS).
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4.4 Interazione tra il GCGR e GLP-1R nel mediare gli effetti esercitati dal glucagone

Abbiamo precedentemente dimostrato che gli effetti degli agonisti del recettore del GLP-1, come
liraglutide, e del GLP-1(7-36) su precursori adiposi umani vengono revertiti in presenza
dell'antagonista specifico del GLP-1R, I'exendin(9-39) (Cantini et al. 2015, 2017). Inoltre, effetti
inibitori simili a quelli esercitati dal liraglutide, sono stati osservati con la forma clivata del GLP-1, il
GLP-1(9-36), che presenta una ridotta affinita per il recettore classico dell’lormone. Pertanto, con lo
scopo di definire i meccanismi molecolari coinvolti nell'azione del glucagone e del GLP-1 sui
precursori adiposi umani e di chiarire il ruolo di entrambi i recettori che mediano tali effetti simili,
abbiamo utilizzato I'antagonista specifico del recettore del glucagone, des- Hisl- [Glu9]-
glucagon(1-29) (Gl, glucagon inhibitor), e in parallelo, 'antagonista del recettore del GLP- 1,
exendin 9-39 (EX). Al fine di valutare gli effetti sulla capacita proliferativa, le S-ASC sono state
trattate con glucagone alla dose 10 nM da solo o in combinazione con Gl (10 nM) o EX (10 nM) per
tempi diversi (1-2-3 giorni). | risultati ottenuti dagli esperimenti di conta cellulare diretta hanno
dimostrato che l'effetto inibitorio del glucagone sulla proliferazione delle S-ASC e
significativamente revertito, non solo dall’antagonista specifico del GCGR (86, 103, 97% per 1,2 e 3
giorni, rispettivamente), ma anche dall’antagonista selettivo del GLP-1R (88, 96, 91% per 1, 2 e 3
giorni, rispettivamente) [figura 9A].

Inoltre, il coinvolgimento di entrambi i recettori nel mediare l'effetto anti-proliferativo del
glucagone sulle S-ASC e supportato dall’'assenza di un effetto sinergico tra glucagone e GLP-1

qguando entrambe le molecole vengono aggiunte alle cellule a dose equimolare 10 nM [figura 9B].
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Figura 9. Coinvolgimento del GCGR e GLP-1R nell’effetto anti-proliferativo del glucagone sui precursori adiposi
umani. A: Le cellule piastrate in multiwells da 12 pozzetti sono state trattate o no (CTRL) con glucagone (10 nM), da
solo o in combinazione con I'antagonista del GCGR (Gl) o con I'antagonista del GLP-1R (EX) a dosi equimolari (10 nM)
per 1, 2 e 3 giorni. Ogni giorno le cellule vive sono state tripsinizzate e contate con camera di Burker. L'istogramma
rappresenta la media + SE del numero di cellule contate.

B: Le cellule piastrate in multiwells da 12 pozzetti sono state trattate o no (CTRL) con glucagone (10 nM), da solo o in
combinazione con GLP-1 a concentrazione equimolare (10 nM) per 1, 2 e 3 giorni. Ogni giorno le cellule vive sono state
tripsinizzate e contate con camera di Burker. L'istogramma rappresenta la media + SE del numero di cellule contate.
*P<0.05, **P<0.01 vs Ctrl.

Analogamente, abbiamo utilizzato entrambi gli antagonisti per valutare gli effetti sulla capacita
differenziativa della cellula precursore verso I'adipocita bianco maturato in vitro. Le S-ASC sono
state trattate con opportuno mezzo di induzione adipogenica in presenza di glucagone (dose 10
nM) da solo o combinazione con I'antagonista del GCGR (10 nM) o dell’antagonista del GLP-1R (10
nM) per circa due settimane. Al termine del periodo di differenziazione, le cellule sono state
marcate con il colorante fluorescente AdipoRed (che evidenzia in modo specifico i depositi
intracellulari di trigliceridi) e, dall'analisi quantitativa del saggio, con entrambi gli antagonisti si
osserva una significativa reversione degli effetti inibitori del glucagone sull’adipogenesi in vitro

[figura 10A].
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Anche in questo caso abbiamo valutato I'espressione genica dei markers adiposi FABP4 e HSL
mediante analisi real time quantitativa Tagman. Le S-ASC sono state trattate per tutto il periodo di
induzione con glucagone (10 nM) in combinazione con Gl o EX a dose equimolare 10 nM. | risultati
ottenuti confermano quanto visto precedentemente, in presenza degli antagonisti si osserva una

reversione dell’effetto inibitorio del glucagone sull’espressione genica di FABP4 e HSL [figura 10B].
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Figura 10. Coinvolgimento del GCGR e GLP-1R nell’effetto inibitorio del glucagone sull'adipogenesi indotta in vitro.
Le S-ASC sono state differenziate in vitro in assenza (ADIPO) o in presenza di glucagone (GLUC) alla concentrazione 10
nM in combinazione con dosi equimolari (10 nM) dell’antagonista del GCGR (Gl) o dell'antagonista del GLP1-R (EX).

A: Analisi quantitativa del saggio AdipoRed che marca i depositi di trigliceridi intracellulari. L'istogramma mostra le
medie + SE del fold increase relativo alla fluorescenza emessa rispetto alle ADIPO. §P<0.001 vs ADIPO, *P<0.05,
**P<0.001 vs GLUC 10 nM.

B: Analisi gRT-PCR Tagman dell’espressione genica di FABP4 e HSL in adipociti differenziati in vitro in assenza (ADIPO) o
in presenza di glucagone (10nM) in combinazione con Gl o EX (10 nM). L’istogramma mostra le medie + SE del fold
increase dell’espressione genica vs ADIPO normalizzata sull’espressione di GAPDH come housekeeping gene. §P<0.001
vs ADIPO, *P<0.05, **P<0.001 vs GLUC.
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4.5 Effetto inibitorio di glucagone, liraglutide e GLP-1 nativo sul differenziamento
in vitro delle S-ASC

Come gia dimostrato, glucagone, liraglutide e GLP-1(7-36) hanno un’azione inibitoria sul
differenziamento in vitro delle S-ASC e abbiamo confrontato l'effetto delle tre molecole con il
saggio quantitativo AdipoRed, misurando la fluorescenza emessa allo spettrofluorimetro. Per gli
esperimenti di induzione adipogenica in vitro, le cellule sono state piastrate in multiwells da 6
pozzetti e, raggiunta la confluenza, il terreno di coltura completo e stato sostituito con il mezzo di
induzione adipogenica (0,5 mM IBMX, 1uM desametasone, 1 uM rosiglitazone e 10 uM di insulina)
in assenza (controllo negativo) o presenza di glucagone, liraglutide e GLP-1(7-36) alla dose
equimolare di 10 nM per due settimane. Dall’istogramma ottenuto viene confermato l'effetto
inibitorio sull’adipogenesi nelle cellule trattate del glucagone, liraglutide e GLP-1(7-36) alle dosi 10
nM, statisticamente significativo per tutte e tre le molecole (% inibizione: 24, 40 e 23% per GLUC,

LIRA e GLP-1, rispettivamente) [figura 11].

AdipoRed Assay (Fl vs. ASC)

S-ASC ADIPO GLUC LIRA GLP-1

Figura 11. Effetto inibitorio di glucagone, liraglutide e GLP-1(7-36) sull'adipogenesi indotta in vitro. Le S-ASC sono
state differenziate in vitro in assenza (ADIPO) o in presenza di glucagone (GLUC), liraglutide (LIRA) e GLP-1 nativo alla
concentrazione 10 nM. Analisi quantitativa del saggio AdipoRed che marca i depositi intracellulari di trigliceridi
L’istogramma mostra le medie + SE del fold increase relativo alla fluorescenza emessa rispetto alle ASCs. §P<0.001 vs
ADIPO.

97



Risultati

Per confermare I'effetto inibitorio sul differenziamento adipogenico bianco da parte di queste tre
molecole, abbiamo eseguito un’analisi real time PCR quantitativa TagMan sulle S-ASC differenziate
in vitro in assenza (ADIPO) o in presenza di glucagone, liraglutide e GLP-1(7-36) alle dosi equimolari
di 10 nM, andando a valutare I'espressione di due geni chiave del differenziamento adipocitario
bianco, FABP4 e adiponectina (APN). FABP4 & una proteina coinvolta nel trasporto lipidico
intracellulare che lega con elevata specificita gli acidi grassi esterificati accumulati all’interno della
cellula adiposa differenziata (Koppen & Kalkhoven 2010), rappresentando quindi un marcatore
dell'accumulo lipidico. A conferma di quanto visto in precedenza, e stata riscontrata una ridotta
espressione del marcatore adipocitario FABP4 nelle cellule trattate con glucagone, liraglutide e
GLP-1(7-36) rispetto alle ADIPO non trattate, suggerendo quindi un ridotto accumulo di lipidi.
Come e osservabile nell’istogramma, gli effetti maggiori sono stati ottenuti nel trattamento con

liraglutide (10 nM) [figura 12A].

A differenza di quanto accade per il FABP4, i livelli di espressione genica dell’adiponectina (APN),
un marker indicatore di buona funzionalita adipocitaria, risultano invece aumentati in
corrispondenza delle cellule trattate con le tre molecole [figura 12B]. Questi dati suggeriscono che
glucagone, liraglutide e GLP-1(7-36) non solo limitano il rate di differenziamento delle cellule
adipose, ma sono anche in grado di migliorare qualitativamente i parametri funzionali delle cellule

che sono riuscite a differenziarsi (Cantini et al. 2015).
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Figura 12. Effetto di glucagone, liraglutide e GLP-1 (7-36) sull’espressione genica dei marcatori del differenziamento
adipocitario bianco. Le S-ASC sono state differenziate in vitro in assenza (ADIPO) o in presenza di glucagone (GLUC),
liraglutide (LIRA) e GLP-1 nativo alla concentrazione 10 nM.

A: Analisi gRT-PCR TagMan dell’espressione genica di FABP4. L'istogramma mostra le medie + SE del fold increase
dell’espressione genica vs ADIPO normalizzata sull’espressione di GAPDH come housekeeping gene. *P<0.05 vs ADIPO.
B: Analisi gqRT-PCR Tagman dell’espressione genica di adiponectina (APN). L'istogramma mostra le medie + SE del fold
increase dell’espressione genica vs ADIPO normalizzata sull’espressione di GAPDH come housekeeping gene. *P<0.05,
**P<0.001 vs ADIPO.
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Abbiamo quindi condotto un’analisi morfologica degli adipociti differenziati in vitro in assenza
(ADIPO) e in presenza di glucagone, liraglutide e GLP-1(7-36), ciascuno alla dose 10 nM. Al termine
del periodo di differenziamento le cellule sono state colorate con il colorante Oil Red O, che lega in
modo specifico i lipidi neutri intracellulari, e visualizzate al microscopio ottico: come si puod
osservare dalle immagini [figura 13 pannelli a-d], la colorazione rossa lega e mette in evidenza in
modo specifico le gocce di grasso intracellulari formatesi nelle cellule indotte, caratterizzate dal
tipico aspetto multivacuolare dell’adipocita maturato in vitro, a differenza del differenziamento in
vivo che genera una cellula con una sola grossa goccia lipidica centrale. Attraverso questa analisi
gualitativa, e apprezzabile |'effetto inibitorio sul differenziamento e sulla capacita di accumulo di
trigliceridi negli adipociti trattati con glucagone, liraglutide e GLP- 1(7-36) rispetto agli adipociti
non trattati (ADIPO). Le gocce lipidiche delle cellule trattate con le tre molecole, marcate in rosso
dal colorante, appaiono inoltre meno voluminose e di minori dimensioni, con una morfologia che
potrebbe suggerire la struttura tipica dell’adipocita bruno, meno propenso rispetto al bianco

all'accumulo di trigliceridi (Frontini & Cinti 2010).

La stessa tipologia di analisi e stata condotta anche dopo colorazione con il reagente AdipoRed: al
termine del periodo di differenziazione, gli adipociti sono stati marcati con il colorante fluorescente
AdipoRed, che evidenzia in modo specifico i depositi intracellulari di trigliceridi, e visualizzati
mediante microscopia ad epifluorescenza. Anche questa metodica conferma un effetto inibitorio
sulla capacita differenziativa delle S- ASC e sull'accumulo intracitoplasmatico di lipidi dell’adipocita
[figura 13 pannelli e-t]. Come si puo osservare dagli ingrandimenti, gli adipociti differenziati in
presenza di glucagone, liraglutide e GLP-1 (7-36) presentano delle gocce lipidiche di dimensioni

ridotte rispetto all’adipocita (ADIPO) non trattato, a suggerire una morfologia di tipo brown.
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Figura 13. Analisi morfologica degli adipociti differenziati in vitro in presenza di glucagone, liraglutide e GLP-1.
Pannelli a-d: Microscopia ottica di adipociti differenziati in vitro in assenza (ADIPO) o in presenza di glucagone,
liraglutide e GLP-1 (7-36) alla dose 10 nM e colorati con Oil Red O. Immagini rappresentative ottenute
all'ingrandimento 40X.

Pannelli e-t: Microscopia ad epifluorescenza di adipociti differenziati in vitro in assenza (ADIPO) o in presenza di
glucagone, liraglutide e GLP-1 (7-36) alla dose 10 nM. Il colorante fluorescente AdipoRed marca i vacuoli lipidici in
verde, la colorazione fluorescente DAPI marca i nuclei in blu. Immagini rappresentative ottenute a due diversi
ingrandimenti: 20X (pannelli e-h) e 40X (pannelli i-p). Nei pannelli g-t, zoom digitale 3X in ingrandimento 40X dei
vacuoli lipidici nelle cellule trattate e non trattate dalle tre molecole.
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4.6 Differenziamento adipogenico bruno di B-ASC

Nel nostro laboratorio sono state caratterizzate popolazioni di cellule B-ASC, precursori staminali
delle cellule adipose di tipo brite isolate da depositi di grasso bianco viscerale intorno alle lesioni
tumorali di tipo feocromocitoma, tumore della componente midollare della ghiandola surrenale
(Di Franco et al. 2014). Come descritto in precedenza, la stimolazione del sistema nervoso
simpatico dovuta agli alti livelli di catecolamine prodotte dalle cellule tumorali, &€ in grado di
indurre in vivo il differenziamento brown a partire dai precursori staminali tramite |'attivazione dei
recettori B3 adrenergici (Giacobino 1995, Lafontan & Berlan 1993). Questo processo, quindi,
sarebbe alla base dello sviluppo di foci di tessuto bruno intorno al feocromocitoma, per
stimolazione da parte degli elevati livelli di catecolamine prodotti dal tumore dei precursori brite
dispersi nel tessuto adiposo bianco che circonda il tumore (Di Franco et al. 2014).

Questo modello di precursori isolati dal grasso intorno a surreni affette da feocromocitoma,
arricchito in cellule brite e stato utilizzato come controllo positivo del processo di browning verso
cui studiare gli effetti di glucagone, liraglutide e GLP-1 nativo. In questa popolazione arricchita di
precursori bruni, siamo andati a valutare la capacita di differenziamento adipogenico delle B-ASC
in termini di accumulo citoplasmatico di gocce lipidiche tramite saggio quantitativo AdipoRed. A
tale scopo, abbiamo stimolato I'adipogenesi in vitro: le cellule sono state piastrate in multiwells da
6 pozzetti e, raggiunta la confluenza, il terreno di coltura completo e stato sostituito con il cocktail
di induzione adipogenica bianco ADIPO (0,5 mM IBMX, 1uM desametasone, 1 uM rosiglitazone e
10 uM di insulina) e con lo stesso cocktail complementato con noradrenalina alla dose 10 uM
(ADIPO+NOR), attendendoci che quest’ultima condizione stimolasse piu selettivamente il
differenziamento verso un fenotipo brown.

Come le S-ASC, anche le B-ASC sono in grado di differenziare verso fenotipo adipocitario,
accumulando depositi di trigliceridi intracellulari a seguito di induzione: dall’istogramma [figura
14], in particolare, e riscontrabile un effetto maggiore nelle cellule indotte con il mezzo senza

noradrenalina.
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AdipoRed assay (Fl vs. B-ASC)

B-ASC ADIPO ADIPO+NOR

Figura 14. Capacita delle B-ASC di differenziare in vitro. Le cellule sono state stimolate con il classico mezzo di
induzione (ADIPO) e con il mezzo complementato con noradrenalina alla dose 10 uM (ADIPO+NOR) e successivamente
marcate con il colorante AdipoRed. L’istogramma mostra le medie + SE del fold increase relativo alla fluorescenza
emessa rispetto alle B-ASC. §P<0.000 vs B-ASC, *P<0.05 vs ADIPO.

Ad avvenuto differenziamento, & stata valutata nelle cellule indifferenziate (B-ASC) e dopo
induzione con i 2 mezzi (ADIPO e ADIPO+NOR), I'espressione genica di FABP4 e adiponectina (APN),
mediante analisi real time PCR quantitativa TagMan ([figura 15A-B]. Come si puO osservare
dall’istogramma, I'analisi in TagMan mostra un elevato livello di espressione del marcatore FABP4
nelle cellule indotte con entrambi i mezzi di induzione (ADIPO e ADIPO+NOR) e specialmente in
quelle indotte con il semplice cocktail ADIPO, a dimostrazione del fatto che anche negli adipociti
maturi brown si sono formati degli accumuli lipidici nelle cellule stimolate con ambedue i mezzi di
induzione, rispetto alle B-ASC non indotte dove l'espressione di entrambi in geni era quasi

indetectabile [figura 15A].

Per quanto riguarda I'adiponectina, marker specifico dell'adipocita maturo funzionale, abbiamo
confermato I'elevata espressione in seguito a stimolazione con entrambi i cocktail rispetto alle B-
ASC non indotte, anche se i livelli di espressione indotti dal cocktail contenente noradrenalina

risultano sempre inferiori [figura 15B].
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Figura 15. Espressione genica di markers adipocitari bianchi nelle B-ASC. Le cellule sono state differenziate in vitro
con il classico mezzo di induzione (ADIPO) e con il mezzo complementato con noradrenalina alla dose 10 uM
(ADIPO+NOR). A e B: Analisi qRT-PCR TagMan dell’espressione genica di FABP4 e APN. Gli istogrammi mostrano le
medie + SE del fold increase dell’espressione genica vs B-ASC normalizzata sull’espressione di GAPDH come
housekeeping gene. §P<0.000, *P<0.05 vs B-ASC.

Sempre mediante analisi Tagman, abbiamo valutato I'espressione del gene UCP-1, caratteristica
del fenotipo adipocitario bruno ad attivazione tardiva. Dal grafico ottenuto [figura 16] possiamo
osservare un netto differenziamento adipogenico delle cellule staminali B-ASC verso lineage
adipocitario di tipo bruno con entrambi i mezzi differenziativi (ADIPO e ADIPO+NOR), in particolare
in assenza di noradrenalina, come evidenziato dagli alti livelli di espressione di UCP-1 in modo

statisticamente significativo rispetto alle cellule non indotte (B-ASC).
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Figura 16. Espressione genica del marker adipocitario bruno UCP-1 nelle B-ASC. Le cellule sono state differenziate in
vitro con il classico mezzo di induzione (ADIPO) e con il mezzo complementato con noradrenalina alla dose 10 uM
(ADIPO+NOR). Analisi gRT-PCR TagMan dell’espressione genica di UCP-1. L’istogramma mostra le medie + SE del fold
increase dell’espressione genica vs B-ASC normalizzata sull’espressione di GAPDH come housekeeping gene. *P<0.05 vs
B-ASC.
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Infine, per confermare la natura brite e non classica del nostro controllo positivo abbiamo indagato
mediante analisi TagMan I'espressione dei marcatori staminali caratteristici del lineage brite, TBX1
e CD137 (Cawthorn et al. 2012), nelle B-ASC indifferenziate. Come si evince dagli istogrammi
[figura 17A-B] il calo dei livelli di espressione dei 2 marcatori che si osserva durante il
differenziamento conferma l'avvenuta maturazione, mentre i livelli maggiori osservati nella
stimolazione del differenziamento quando presente la noradrenalina, confermano la natura brite

inducibile di questa popolazione cellulare.
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Figura 17. Espressione genica di markers adipocitari brite nelle B-ASC. Le cellule sono state differenziate in vitro

con il classico mezzo di induzione (ADIPO) e con il mezzo complementato con noradrenalina alla dose 10 uM
(ADIPO+NOR). A e B: Analisi qRT-PCR TagMan dell’espressione genica di TBX1 e CD137. Gli istogrammi mostrano le
medie + SE del fold increase dell’espressione genica vs B-ASC normalizzata sull’espressione di GAPDH come
housekeeping gene. *P<0.05 vs B-ASC.

4.7 Espressione di marcatori brite nelle S-ASC e B-ASC a confronto

Abbiamo condotto un’ultima analisi TagMan per studiare I'espressione dei marcatori staminali piu
specifici del lineage brite TBX1 e CD137 nelle S-ASC di natura bianca a confronto le B-ASC, gia
precedentemente risultate positive per I'espressione di questo pannello di marcatori. Come si puo
osservare dagli istogrammi [figura 18A-B], le popolazioni S-ASC, dove non ¢ presente il lineage B-
ASC, mostrano livelli ridotti di espressione dei due marcatori brite, rispetto all’espressione nelle B-
ASC, che risultano infatti arricchite di progenitori bruni. In particolare, la differenza risulta

statisticamente significativa per il TBX1, e solo un trend per I'altro marcatore CD137.
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Figura 18. Espressione genica di markers adipocitari del lineage brite nelle B-ASC. Le cellule sono state differenziate
in vitro con il classico mezzo di induzione (ADIPO) e con il mezzo complementato con noradrenalina alla dose 10 uM
(ADIPO+NOR). A e B: Analisi qRT-PCR TagMan dell’espressione genica di TBX1 e CD137. Gli istogrammi mostrano le

medie + SE del fold increase dell’espressione genica vs B-ASC normalizzata sull’espressione di GAPDH come
housekeeping gene. *P<0.05 vs B-ASC.

4.8 Valutazione del processo di browning nelle S-ASC differenziate in presenza di
glucagone, liraglutide e GLP-1

Il fenomeno di browning sta ad indicare la comparsa atipica di adipociti bruni maturi all’interno di
depositi di tessuto adiposo bianco: questa categoria di adipociti, per essere distinta da quella degli
adipociti bruni classici, € stata denominata brite. A differenza delle cellule adipose brune classiche,
gli adipociti brite risultano essere negativi per il fattore miogenico 5 (Myf-5-), caratteristico del
lineage adiposo bruno classico, ma positivi per il marcatore tipico del fenotipo adipocitario bruno
maturo UCP-1, a comune con gli adipociti bruni classici e quelli di tipo brite (Giralt & Villaroya
2013, Wu et al. 2012). Una delle ipotesi che sostengono questo fenomeno, riconduce la comparsa
di cellule brite ad un’adipogenesi de novo, a partire da progenitori bruni residenti all'interno dei
depositi di grasso bianco (Wang et al. 2013). Nonostante ci sia ancora poca chiarezza sulla
dinamica di questo processo, sia per quanto riguarda i meccanismi molecolari che ne stanno alla
base sia per quanto riguarda i fattori coinvolti, € oggi appurato che si tratta di un processo che puo

essere indotto da fattori endogeni di varia natura.

Allo scopo di indagare l'effetto delle tre molecole oggetto del nostro studio sul processo di
browning, che abbiamo visto essere inducibile in vitro in una popolazione arricchita di cellule B-
ASC (vedi sopra) abbiamo valutato mediante analisi real time PCR quantitativa TagMan
I'espressione del marcatore preadipocitario bruno PRDM16 in un modello di S-ASC stimolate a

differenziare in vitro verso adipocita in presenza di glucagone, liraglutide e GLP-1(7-36) alla dose
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equimolare 10 nM. | risultati ottenuti dimostrano come I'espressione di PRDM16 risulti diminuita
significativamente nel corso di differenziamento, indipendentemente dalla presenza delle tre
diverse molecole rispetto alle S-ASC indifferenziate, dove invece il marker preadipocitario risulta

essere espresso [figura 19].
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Figura 19. Espressione genica di PRDM16 nei precursori adiposi. Le S-ASC sono state differenziate in vitro in assenza
(ADIPO) o in presenza di glucagone (GLUC), liraglutide (LIRA) e GLP-1 nativo alla concentrazione 10 nM. Analisi gRT-
PCR TagMan dell’espressione genica di PRDM16. L'istogramma mostra le medie * SE del fold increase dell’espressione
genica vs S-ASC normalizzata sull’espressione di GAPDH come housekeeping gene. *P<0.05 vs ADIPO. §P<0.000 vs S-
ASC.

Per quanto riguarda I'espressione di UCP-1, che caratterizza I'adipocita maturo bruno, I'istogramma
[figura 20] mostra come i livelli di espressione genica siano superiori in maniera statisticamente
significativa nelle cellule in cui il differenziamento sia stato condotto in presenza delle tre
molecole, in particolare di liraglutide. Questi dati suggeriscono che glucagone, liraglutide e GLP-
1(7-36) alla dose 10 nM siano in grado di indurre uno shift verso fenotipo brown nelle cellule S-ASC
che stanno differenziando, in favore dunque di una stimolazione del meccanismo di browning, con

effetti variabili da parte delle tre molecole.
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Figura 20. Espressione genica di UCP-1 nelle S-ASC differenziate. Le S-ASC sono state indotte in vitro in assenza
(ADIPO) o in presenza di glucagone (GLUC), liraglutide (LIRA) e GLP-1 nativo alla concentrazione 10 nM. Analisi qgRT-
PCR TagMan dell’espressione genica di UCP1. L'istogramma mostra le medie *+ SE del fold increase dell’espressione
genica vs ADIPO normalizzata sull’espressione di GAPDH come housekeeping gene. Glucagone: 2.06 Fl, Liraglutide: 2.47
Fl, GLP1: 2.1 FI *P<0.05 vs ADIPO.

4.9 Effetto di glucagone, liraglutide e GLP-1 sulla respirazione mitocondriale

Sulla base delle evidenze descritte, abbiamo valutato la respirazione mitocondriale degli adipociti
differenziati in vitro in assenza o in presenza di glucagone, liraglutide e GLP-1 nativo. A tale scopo e
stato utilizzato lo strumento Seahorse che permette di misurare in vivo il rate del consumo di
ossigeno (oxygen consumption rate, OCR) nel tempo come indicatore chiave della funzionalita
mitocondriale. Al termine del periodo necessario per il differenziamento, al mezzo di coltura sono
stati addizionati dei reagenti che interferiscono con i complessi della catena respiratoria
mitocondriale [figura 21A] per poter valutare i livelli minimi e massimi della respirazione. Come
riportato negli istogrammi, glucagone, liraglutide e GLP-1(7-36) determinano un aumento della
massima respirazione basale e una riduzione della produzione di ATP rispetto agli adipociti non

trattati, statisticamente significativa per tutte e tre le molecole [figura 21B-C].
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Figura 21. Respirazione mitocondriale nelle S-ASC differenziate in vitro in presenza di glucagone, liraglutide e GLP-1.
Le S-ASC sono state indotte in vitro in assenza (ADIPO) o in presenza di glucagone (GLUC), liraglutide (LIRA) e GLP-1
nativo alla concentrazione 10 nM. Al termine del periodo di induzione al mezzo sono stati addizionati oligomicina,
FCCP, rotenone e antimicina A che interferiscono con i complessi della catena respiratoria mitocondriale.

A: Plot rappresentativo dell’‘andamento dell’lOCR nel tempo misurato tramite Seahorse.

B: Nell’istogramma é riportata la respirazione massimale ottenuta come media + SE dei valori di OCR misurati nel
tempo. *P<0.05, **P<0.005, §P<0.000 vs ADIPO.

C: Nell’istogramma é riportata la produzione di ATP ottenuta come media + SE dei valori di OCR misurati nel tempo.
*P<0.05, **P<0.005, §P<0.000 vs ADIPO.
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4.10 L'UCP-1 espressa dagli adipociti bruni differenziati in presenza di glucagone e
liraglutide e attiva perché e in grado di disaccoppiare la respirazione mitocondriale

Una volta dimostrato che glucagone, liraglutide e GLP1 sono in grado di stimolare la formazione di
adipociti bruni nel corso dell’induzione adipogenica in vitro, come evidenziano gli aumentati livelli
di espressione del gene UCP-1, abbiamo voluto valutare se la proteina UCP-1 fosse anche
funzionalmente attiva. Per dimostrare la funzionalita della proteina, abbiamo valutato mediante
Seahorse il disaccoppiamento della respirazione mitocondriale (proton leak) indotto dalla
somministrazione in acuto durante la respirazione adipocitaria di noradrenalina. Come mostrato in
[figura 22], 'aggiunta di noradrenalina durante la registrazione della OCR & in grado di stimolare un
aumento significativo della respirazione disaccoppiata negli adipociti differenziati in presenza di
glucagone e di liraglutide rispetto agli adipociti di controllo, suggerendo quindi che I"UCP-1

presente negli adipociti bruni sia funzionalmente attiva.
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Figura 22. La stimolazione dell’lUCP-1 negli adipociti bruni determina un aumento del disaccoppiamento della
respirazione mitocondriale. Le S-ASC sono state indotte a differenziare verso adipocita in vitro in assenza (ADIPO) o in
presenza di glucagone (GLUC) o liraglutide (LIRA) alla concentrazione 10 nM. Al termine del periodo il pozzetto é stato
stimolato in acuto con noradrenalina 10 uM (NOR) in acuto mentre veniva registrata la componente di OCR legata al
disaccoppiamento mitocondriale. Gli istogrammi riportano le media * SE dei valori di OCR legata al disaccoppiamento
della respirazione (proton leak) negli adipociti non stimolati con NOR (no treatment, colonne rosse) usati come
controllo, oppure in seguito a stimolazione respirazione acuta con noradrenalina 10 uM (+NOR, colonne verdi), come
valutati al Seahorse. Le colonne blu rappresentano le medie + SE delle differenze di OCR dopo stimolazione con NOR
rispetto al controllo non stimolato, nelle tre condizioni di differenziamento adipocitario (ADIPO, solo cocktail
differenziativo, GLUC in presenza di glucagone, LIRA in presenza di liraglutide). *P<0.05 vs il rispettivo controllo.

109



Risultati

4.11 Alterazioni quantitative morfometriche dei mitocondri indotte da glucagone,
liraglutide e GLP-1 nel corso di differenziamento adipocitario

Dopo aver osservato l'effetto di glucagone, liraglutide e GLP-1 sulla funzionalita mitocondriale,
siamo andati a studiare l'organizzazione ultrastrutturale e la morfologia mitocondriale degli
adipociti differenziati in vitro in presenza o assenza delle tre molecole. Le S-ASC sono state indotte
a differenziare in assenza (ADIPO) e in presenza dei tre trattamenti e, successivamente, sono state
analizzate mediante microscopio elettronico a trasmissione (transmission electron microscopy,
TEM). Come & possibile vedere dalle immagini rappresentative [figura 23A-D], ottenute con
I'utilizzo di un ingrandimento 15000X, il numero totale dei mitocondri aumenta negli adipociti
differenziati in presenza delle tre molecole rispetto all’adipocita ottenuto in assenza di
trattamento. Questo dato e stato confermato da un’analisi quantitativa dei mitocondri effettuata al
ME. Come riportato nell’istogramma [figura 23E] il numero dei mitocondri risulta aumentato in
maniera statisticamente significativa quando il differenziamento avveniva in presenza delle tre

molecole rispetto all’adipocita di controllo.

Inoltre, dalle immagini rappresentative ottenute in microscopia elettronica, viene confermata
anche la differenza nel numero e nella morfologia delle gocce lipidiche intracellulari. L'adipocita
differenziato con il solo cocktail di induzione presenta un numero inferiore di gocce lipidiche, con
gocce lipidiche di maggiori dimensioni caratteristiche dell’adipocita bianco differenziato in vitro. Al
contrario, gli adipociti maturi ottenuti dal differenziamento in presenza delle tre molecole
presentano un numero superiore di gocce lipidiche, caratterizzata da minori dimensioni tipiche di

un fenotipo di tipo bruno [figura 23B-D].
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Figura 23. Glucagone, liraglutide e GLP-1(7-36) determinano un aumento del numero dei mitocondri negli adipociti
differenziati in vitro. Le S-ASC sono state indotte in vitro in assenza (ADIPO) o in presenza di glucagone (GLUC),
liraglutide (LIRA) e GLP-1 nativo alla concentrazione 10 nM.

A-D: Immagini rappresentative ottenute al microscopio elettronico a trasmissione con ingrandimento 15000X degli
adipociti differenziati in vitro.

E: L'istogramma rappresenta la media + SE del numero di mitocondri contati. §P<0.000 vs ADIPO.
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Per completare I'analisi morfometrica dei mitocondri, le immagini in microscopia elettronica
ottenute a ingrandimento maggiore (50000X e 80000X) sono state analizzate mediante il software
di analisi delle immagini iTEM (SIS) andando a calcolare I'area e il perimetro di superficie dei
mitocondri. Messi a confronto con i mitocondri degli adipociti indotti in assenza dei tre
trattamenti, i mitocondri degli adipociti differenziati in presenza di glucagone, liraglutide e GLP-
1(7-36) presentano un aumento statisticamente significativo dellarea e del perimetro dei
mitocondri, a conferma di una maggiore attivita di respirazione mitocondriale, tipica dell’adipocita

bruno [figura 24A-B]
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Figura 24. Glucagone, liraglutide e GLP-1(7-36) determinano un aumento dell’area e del perimetro dei mitocondri
negli adipociti differenziati in vitro. A e B: Le S-ASC sono state indotte in vitro in assenza (ADIPO) o in presenza di
glucagone (GLUC), liraglutide (LIRA) e GLP-1 nativo alla concentrazione 10 nM. L'istogramma rappresenta la media +
SE dell'area, A, o del perimetro, B, dei mitocondri. *P<0.05 vs ADIPO.
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5. DISCUSSIONE

Il tessuto adiposo e un importante organo endocrino deputato al mantenimento
dell’lomeostasi energetica per via della sua capacita di immagazzinare trigliceridi e di secernere
ormoni. Tuttavia, un eccessivo accumulo di grasso bianco con sua relativa disfunzione e
disregolazione della funzione adipocitaria, si associa a patologie metaboliche quali obesita e varie
comorbidita, come diabete e disordini cardiovascolari. Lobesita morbigena rappresenta il
principale fattore di rischio per lo sviluppo del diabete mellito di tipo 2 (T2D) associato ad insulino-
resistenza: secondo quanto affermato dalla World Health Organization (WHO), insieme, queste
due patologie metaboliche rappresentano la piu grande epidemia del ventunesimo secolo, definita
coniando una nuova patologia, la “diabesity” (Golay & Ybarra 2005). Il tessuto adiposo bruno
(BAT), a differenza di quello bianco, accumula un minor quantitativo di lipidi che trasforma in
calore nel processo di termogenesi e sembra esercitare una funzione di regolazione positiva
sull’equilibrio metabolico. | depositi di grasso bruno sono presenti nel’'uomo quasi esclusivamente
nel periodo fetale e neonatale, e si riducono come estensione e come funzionalita con I'eta e con
lo sviluppo di patologie metaboliche. Studi precedenti condotti su modelli murini hanno
dimostrato che l'attivazione di tessuto adiposo bruno (BAT) & inversamente correlata al BMI, alla
massa grassa e all’insulino-resistenza (Tews & Wabitsch 2011). Per questi motivi, se da una parte vi
€ un crescente interesse nella ricerca di nuove strategie terapeutiche basate su un’azione diretta
sul tessuto adiposo bianco, allo stesso tempo risulta rilevante la possibilita di stimolare il tessuto
adiposo bruno nell’adulto a scapito dell’espansione anomala e disfunzionante del WAT in caso di
disordini patologici, quali 'obesita e il diabete mellito di tipo 2. Inoltre, la recente scoperta di
adipociti beige/brite dispersi all'interno del WAT nell'uomo adulto, derivanti da un differente
lineage rispetto a quelli bruni classici Myf-5+, potrebbe rappresentare un target per terapie mirate
alla loro stimolazione: questi adipociti possono infatti essere attivati da stimoli di diversa natura
(farmacologici ed endogeni) attraverso il processo di browning. Tra gli elementi induttori di shift da
fenotipo bianco a bruno dell’adipocita sono stati descritti finora le catecolamine, 'ormone irisina
prodotto dal muscolo durante esercizio fisico, il peptide natriuretico atriale del cuore, I'FGF21 e il
BMP7 prodotti dal fegato, e anche I'esposizione cronica a basse temperature (Villarroya & Vidal-
Puig 2013, Himms-Hagen 2000). Tuttavia, riprodurre farmacologicamente gli effetti delle

catecolamine, come la noradrenalina, al fine di stimolare l'attivazione del BAT e il processo di
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browning e potenzialmente molto rischioso per i possibili effetti sulla pressione. Il goal terapeutico
per stimolare il processo di browning sarebbe, quindi, rappresentato dallo stimolo di fattori

ormonali endogeni in grado di stimolare direttamente il tessuto adiposo e la conversione WAT-BAT.

Gli agonisti del recettore del GLP-1 (GLP-1Ras) sono farmaci in grado di mimare |'azione del
GLP-1 umano, resistenti all'azione dell'enzima DPP-4, utilizzati attualmente per il trattamento del
diabete mellito di tipo 2. Oltre alla riduzione della glicemia, alcune di queste molecole hanno
mostrato un effetto di riduzione del peso corporeo, rivelandosi efficaci agenti terapeutici per il
trattamento dell'obesita. In un recente studio preclinico, il nostro laboratorio ha dimostrato
I'effetto inibitorio di alcuni agonisti del recettore del GLP-1 (GLP-1 nativo (7-36) e liraglutide) sulla
proliferazione e sul differenziamento in vitro di cellule staminali adulte ottenute da biopsie di
tessuto adiposo bianco sottocutaneo (S-ASC) (Cantini et al. 2017, 2015). La caratterizzazione di
guesta popolazione di precursori adiposi ha consentito la messa a punto di un modello cellulare
valido per lo studio in vitro dei meccanismi fisiopatologici alla base della corretta funzione e
disfunzione del tessuto adiposo (Baglioni et al. 2012, 2009). Negli ultimi anni c’é stato un crescente
interesse nello sviluppo di molecole ad azione co-agonista del GLP-1R, GLP-1Ras, con l'obiettivo di
combinarne |'azione potenziandola per migliorare costantemente l'efficacia di questi farmaci sul
controllo della glicemia e sulla perdita di peso. In questa direzione, uno degli approcci in fase di
studio, e I'utilizzo del GLP-1 in associazione con il glucagone (Day et al. 2009) o lo sviluppo di un
peptide dual agonist per il recettore del GLP-1 e il recettore del glucagone (Pocai et al. 2009). Il
glucagone e il GLP-1 sono processati a partire dal medesimo precursore, il proglucagone. Il gene
del proglucagone & espresso nelle a-cellule pancreatiche, nelle cellule enteroendocrine intestinali
e nei neuroni del tratto solitario e dell'ipotalamo, e codifica una proteina di 180 aminoacidi che
viene processata in modo differenziale nei vari tipi di cellule a causa dell'espressione tessuto
specifica dell'enzima pro-ormone convertasi (PC), il quale taglia il proglucagone in differenti siti
(Cantini et al. 2016). Nelle a-cellule, la presenza massiva di PC2 determina la produzione
predominante di glucagone. Contrariamente, nelle L-cellule intestinali e nel SNC, la presenza
predominante di PC1/3 permette la produzione di GLP-1. Il glucagone viene rilasciato in seguito a
calo del glucosio nel sangue e determina inibizione del rilascio di insulina, ha effetti glicogenolitici
sul fegato e di gluconeogenesi, anche se pilu recentemente e stato visto come l'azione del
glucagone potenzia la secrezione di insulina nelle B-cellule del pancreas attraverso I'attivazione dei

GCGR alle concentrazioni fisiologiche di glucosio nel sangue (Zhang et al. 2021)
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Abbiamo ritenuto, quindi, interessante valutare una eventuale azione diretta del glucagone

sul comparto adiposo, utilizzando il modello sviluppato in laboratorio di cellule staminali adipose
adulte. Analogamente a quanto osservato con gli agonisti del GLP-1R, sono stati analizzati gli effetti
del glucagone sulla capacita proliferativa delle S-ASC. Gli esperimenti di conta cellulare diretta
hanno dimostrato, infatti, un effetto inibitorio del glucagone sulla crescita cellulare in maniera
tempo-dipendente e dose-dipendente. Leffetto anti-proliferativo del glucagone & stato poi
confermato mediante I'analisi citofluorimetrica della conta cellulare e tramite saggi di
incorporazione della timidina triziata. Mediante esperimenti di citofluorimetria con I'Annessina V,
abbiamo valutato I'eventuale attivazione precoce dell'apoptosi nelle S-ASC da parte del glucagone.
Diversamente da quanto osservato con gli agonisti del GLP-1R (Cantini et al. 2015), I'effetto
inibitorio sulla crescita cellulare del glucagone non sembra essere mediato dall'induzione del
processo apoptotico nelle S-ASC. Sulla base dei dati ottenuti, siamo andati a studiare il ciclo
cellulare mediante analisi citofluorimetrica. In questo caso, & stato osservato che i trattamenti con
glucagone determinano una riduzione del numero di cellule che entrano nella fase S, suggerendo
che l'effetto di riduzione del rate proliferativo potrebbe essere correlato al blocco del ciclo cellulare
in questa fase.
Successivamente, abbiamo valutato l'effetto del glucagone sulla capacita differenziativa della
cellula precursore verso l'adipocita bianco maturato in vitro. | trattamenti con le diverse dosi di
glucagone hanno evidenziato una riduzione dell'accumulo di lipidi intracellulari negli esperimenti
di induzione dell’adipogenesi in vitro delle S-ASC, nonché una riduzione dell'espressione di marker
dell’adipocita maturo, come HSL e FABP4 e di marker piu precoci, come PPARy. Tali risultati
suggeriscono, quindi, che il glucagone ha sia un effetto inibitorio sulla proliferazione dei precursori
adipocitari determinando un blocco dell’espansione clonale a livello del compartimento staminale
adiposo, sia un’azione diretta sull’adipocita maturo limitando la capacita differenziativa delle S-
ASC. A differenza di quanto atteso sulla base dell’effetto opposto evidenziato per gli agonisti del
GLP-1 verso il glucagone sul controllo glicemico, sulle ASC, i due tipi di molecole presentano effetti
simili. Del resto, glucagone e GLP-1, come prodotti del gene pro-glucagone condividono un’ampia
omologia di sequenza e, entrambi i recettori, appartengono alla famiglia dei recettori accoppiati a
proteine G. A supporto di questa analogia, e stato dimostrato che alcuni pesci, come zebrafish, non
esprimono il GLP-1R, ma presentano un recettore alternativo, zfGPCR, in grado di interagire sia con
GLP-1 che con glucagone (Oren et al. 2016).

In letteratura, i meccanismi di azione degli agonisti del GLP-1R a livello del tessuto adiposo non
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sono del tutto chiari, poiché I'espressione del recettore classico GLP-1R resta ancora dibattuta. Gli
effetti anti-proliferativi degli agonisti del GLP-1R sulle S-ASC e la reversibilita di tali effetti tramite
I'utilizzo dell'antagonista del recettore, I'exendin(9-39), suggeriscono |'espressione del GLP-1R nel
tessuto adiposo (Cantini et al. 2015). Lespressione del GLP-1R é stata dimostrata anche nelle
cellule staminali mesenchimali derivanti da midollo osseo (Lee et al. 2015, Sanz et al. 2010).

In questo lavoro abbiamo dimostrato I'espressione proteica del GLP-1R e del GCGR nelle S-ASC e
nel tessuto adiposo mediante tecniche diverse, suggerendo quindi che gli effetti diretti degli
agonisti del GLP-1 e del glucagone sul comparto staminale adiposo possano essere mediati da tali
recettori. Inoltre, il nostro scopo e stato quello di definire i meccanismi molecolari convolti
nell’azione delle due molecole sui precursori adiposi umani e di chiarire il ruolo di entrambi i
recettori nel mediare tali effetti in particolare per quanto riguarda gli effetti simili.

Per chiarire il rispettivo coinvolgimento dei 2 recettori GLP-1R e GCGR nel mediare gli effetti del
glucagone, poiché e stato ipotizzato che gli effetti extrapancreatici del GLP-1 possano essere
mediati dal coinvolgimento di un recettore alternativo o da meccanismi alternativi di
eterodimerizzazione fra GLP-1R e GCGR che medierebbero quindi vie intracellulari di segnalazione
selettive (Cantini et al. 2016), abbiamo utilizzato 'antagonista selettivo del recettore del glucagone,
des-His1-[Glu9]-glucagon(1-29), e in parallelo, I'antagonista del recettore del GLP-1, exendin(9-39),
entrambi con elevata specificita per il proprio recettore. Gli esperimenti di conta cellulare diretta
hanno dimostrato che l'effetto inibitorio del glucagone sulla proliferazione delle S-ASC é
completamente revertito dall’antagonista del GCGR e, anche se in misura minore, dall’antagonista
del GLP-1R. I risultati ottenuti suggeriscono il coinvolgimento di entrambi i recettori nel mediare gli
effetti di glucagone e GLP-1 nelle S-ASC, indipendentemente dal ligando. A supporto di questa
ipotesi abbiamo dimostrato I'assenza di un effetto sinergico tra glucagone e GLP-1 nel mediare
I'effetto anti-proliferativo quando le S-ASC vengono trattate con entrambe le molecole.
Analogamente, entrambi gli antagonisti sono stati utilizzati identificare il coinvolgimento dei due
recettori nel mediare gli effetti sulla capacita differenziativa della cellula precursore verso
I'adipocita bianco maturato in vitro. Anche in questo caso, abbiamo osservato una reversione degli
effetti inibitori del glucagone sull’adipogenesi in vitro, sia in termini di depositi intracellulari di
trigliceridi che di espressione di marker adipocitari da parte di entrambi gli antagonisti. In
definitiva, i risultati ottenuti suggeriscono che gli effetti del glucagone sono mediati dal legame
della molecola con il proprio recettore e con il recettore del GLP-1, che risultano entrambi espressi

nelle S-ASC, nello specifico il GLP-1R a livello maggiore rispetto al GCGR. Inoltre, I'azione della
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forma troncata, GLP-1(9-36), con bassa affinita per il recettore classico del GLP-1, dimostrata nelle
S-ASC in un recente studio (Cantini et al. 2017), fa ipotizzare la presenza di meccanismi alternativi
ai recettori classici che potrebbero coinvolgere una possibile eterodimerizzazione con i due

recettori (Cantini et al. 2016).

Nella seconda parte del lavoro, abbiamo comparato nello specifico gli effetti di glucagone,
GLP-1 nativo e del suo analogo farmacologico, liraglutide, sull'adipogenesi in vitro delle cellula
staminali derivate da tessuto adiposo bianco, con particolare attenzione al fenomeno di browning.
Un recente studio ha dimostrato che in pazienti affetti da diabete mellito di tipo 2 e obesita
addominale, la somministrazione di liraglutide riduce il grasso epicardico (EAT). Gli adipociti del
grasso epicardico esprimono il recettore del GLP-1 che, quando attivato dall'agonista del GLP-1,
induce riduzione dell’adipogenesi, maggiore ossidazione degli acidi grassi e differenziazione verso
tessuto adiposo bruno (Zhao et al. 2021). Il trattamento con le tre molecole nel corso
dell'induzione adipogenica in vitro ha evidenziato un ridotto rate di differenziamento adiposo,
come dimostrato dalla diminuita espressione di FABP4, marcatore dell’adipocita maturo legante gli
acidi grassi esterificati, e una riduzione nella capacita di accumulo intracellulare di trigliceridi: le
gocce lipidiche intracellulari sono meno voluminose e di minori dimensioni, con una morfologia
suggestiva dell’adipocita bruno multivacuolare. Questi risultati suggeriscono quindi un’azione
diretta delle tre molecole nel ridurre la capacita differenziativa degli adipociti, che potrebbe
giustificare il ridotto volume della massa grassa nei soggetti trattati con GLP-1 e liraglutide. Inoltre,
il trattamento stimola l'espressione di adiponectina, un marcatore di funzionalita selettivo
dell'adipocita maturo, suggerendo che l'effetto di queste tre molecole sia comunque positivo sulla
funzionalita adipocitaria delle cellule in grado di differenziarsi. Laspetto morfologico degli adipociti
formatisi in seguito a stimolazione con le tre molecole, suggerisce poi uno shift verso la formazione
di adipociti bruni, caratterizzati da accumuli lipidici in piccole e numerose goccioline intracellulari.
Con lo scopo di indagare questo aspetto, € stata eseguita una valutazione molecolare del
fenomeno del browning. Come controllo positivo abbiamo utilizzato una popolazione cellulare (B-
ASC) precedentemente caratterizzata nel nostro laboratorio, costituita da precursori brite che
portano alla formazione di adipociti bruni Myf5-. Le B-ASC di controllo sono state isolate da grasso
bianco viscerale intorno al tumore della midollare del surrene, il feocromocitoma (Di Franco et al.
2014). La presenza di precursori brite, dispersi all'interno di depositi di tessuto adiposo bianco
intorno al feocromocitoma, & dovuta al rilascio di elevati livello di catecolamine da parte del

tumore, fattori trofici per lo sviluppo e l'attivazione del BAT. Pertanto, questo modello e stato
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utilizzato come controllo positivo dell’espressione dei marcatori di tipo bruno, al fine di valutarne
la capacita differenziativa e I'espressione di marcatori del fenotipo adipocitario bianco e bruno in
seguito a stimolazione con le tre molecole nelle popolazioni di ASCs bianche. In questo caso, il
differenziamento adipocitario in vitro e stato indirizzato sia verso il fenotipo bianco, utilizzando
I'opportuno mezzo di induzione standard, sia piu specificamente verso quello bruno mediante
addizione al cocktail differenziativo di noradrenalina. Dagli esperimenti di differenziamento in vitro
condotti in parallelo verso fenotipo bianco e bruno, € emerso che le B-ASC presentano un
potenziale differenziativo elevato verso il lineage brown, generando adipociti bruni
indipendentemente dal tipo di induzione. Questo dato e stato confermato dall’elevata espressione
del marcatore UCP-1 mediante analisi real time PCR quantitativa Tagman. Mentre, la valutazione
dell’'espressione genica di FABP4 e adiponectina, marcatori specifici dell’adipocita maturo,
confermano l'avvenuto differenziamento con entrambi i mezzi di induzione, anche se i livelli di
espressione indotti dal mezzo contenente noradrenalina risultano inferiori. Quanto osservato
suggerisce che le B-ASC, per quanto in grado di immagazzinare trigliceridi, tendono a differenziare
verso fenotipo bruno a scapito del bianco in corrispondenza di stimolazione noradrenergica
(Himms-Hagen et al. 2000). Questi risultati, quindi, dimostrano come le popolazioni B-ASC
contengano numerosi precursori inducibili di tipo brite, rappresentando un ottimo controllo per lo
studio del browning nelle popolazioni bianche di S-ASC. Inoltre, per caratterizzare meglio il lineage
brite della popolazione cellulare isolata, abbiamo dimostrato mediante analisi TagMan che le B-
ASC sono positive per I'espressione dei marcatori staminali brite TBX1 e CD137. Per valutare se
I'azione di glucagone, liraglutide e GLP-1(7-36) & in grado di indurre uno shift verso il fenotipo
brown degli adipociti differenziati a partire dalle S-ASC, abbiamo valutato i livelli di espressione di
marcatori adipocitari del fenotipo bruno (PRDM16 e UCP-1) mediante analisi TagMan nella nostra
popolazione di S-ASC indifferenziate e inseguito a induzione del differenziamento in presenza delle
tre molecole, comparando il risultato con quanto osservato nella popolazione di controllo
arricchita di precursori B-ASCs. In particolare, i livelli di espressione di UCP-1 risultano piu elevati
negli adipociti differenziati in presenza di glucagone, liraglutide e GLP-1(7-36) rispetto alla semplice
induzione adipogenica nelle ASCs bianche. Per supportare ulteriormente lipotesi della
stimolazione del processo di browning delle S-ASC indotte, € stata valutata la funzionalita e
morfologia dei mitocondri negli adipociti differenziati in presenza delle tre molecole. Come saggio
funzionale abbiamo utilizzato I'analizzatore Seahorse con il saggio Mitostress che effettua la

misurazione della respirazione mitocondriale in relazione al rate di consumo di ossigeno (OCR). |
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risultati ottenuti mostrano che gli adipociti differenziati in vitro in presenza di glucagone,
liraglutide e GLP-1(7-36) presentano un aumento della respirazione massimale e una riduzione
della produzione di ATP. Inoltre, a seguito di stimolazione acuta con noradrenalina, negli adipociti
ottenuti da differenziamento condotto in presenza di glucagone e liraglutide, ma non negli
adipociti di controllo, si osserva un significativo incremento della respirazione mitocondriale
disaccoppiata (proton leak), indice di avvenuta stimolazione dell’attivita della proteina
disaccoppiante UCP-1 presente negli adipociti bruni. Questo conferma la natura brown dei
mitocondri, caratterizzati dalla presenza di UCP-1, responsabile del disaccoppiamento della catena
respiratoria dalla fosforilazione ossidativa determinando ossidazione del substrato con esigua
produzione di ATP. Per lo studio della morfologia mitocondriale, gli adipociti differenziati in vitro e
trattati con le tre molecole sono stati analizzati mediante microscopio elettronico a trasmissione.
Dalle immagini ottenute e stato possibile apprezzare come negli adipociti differenziati con
I'aggiunta di glucagone, liraglutide e GLP-1(7-36) al mezzo di induzione i mitocondri sono pil
numerosi, voluminosi e ricchi di creste rispetto mitocondri presenti nelle cellule adipose non
trattate. Inoltre, a supporto della stimolazione del processo di browning, I'analisi quantitativa
morfometrica ha confermato un aumento del numero, dell’area superficiale e del perimetro dei
mitocondri negli adipociti indotti in presenza delle tre molecole, suggerendo una maggiore attivita

del mitocondrio, a supporto della aumentata respirazione.
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6. CONCLUSIONI

In conclusione, con questo lavoro abbiamo dimostrato per la prima volta che il glucagone
ha un’azione diretta sul modello cellulare di precursori adiposi umani andando ad interferire con la
proliferazione e sul differenziamento delle S-ASC. Questi effetti diretti sul tessuto adiposo, che
risultano simili a quelli esercitati dal GLP-1 nativo e da liraglutide, potrebbero essere alla base di
una quota della perdita di peso osservata con i co-agonisti glucagone/GLP1 e del miglioramento
della funzionalita del tessuto adiposo associata. Inoltre, abbiamo dimostrato I'espressione del
GCGR e del GLP-1 nel comparto staminale e che l'azione del glucagone € mediata da entrambi i
recettori, con meccanismi che risultano, tuttavia, ancora da chiarire. In aggiunta, con questo studio
si puo ipotizzare che parte dell’effetto di riduzione del peso osservato dalla somministrazione di
glucagone, GLP-1 nativo e liraglutide sia parzialmente mediato da un’azione diretta sul tessuto
adiposo bianco che porta alla stimolazione della produzione di adipociti bruni a scapito
dell’eccessiva maturazione di adipociti bianchi. Infatti, abbiamo dimostrato che il trattamento con
glucagone, GLP-1 nativo e liraglutide e in grado di indurre uno shift verso il fenotipo bruno degli
adipociti differenziati da cellule staminali derivanti da tessuto adiposo bianco sottocutaneo. Questi
risultati in vitro fanno ipotizzare la possibilita di una stimolazione diretta del processo di browning
utilizzando fattori endogeni, senza il coinvolgimento dell’asse centrale tipico di una stimolazione
noradrenergica e, quindi, rappresentare un’evoluzione per l'elaborazione di nuovi trattamenti

farmacologici contro I'obesita.
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1. OVERVIEW OF THE INTESTINAL
HORMONES

Energy homeostasis is a finely regulated process,
where food intake is the main source of energy to main-
tain the physiological functions of the organism and is
counterbalanced by energy expenditure. When the bal-
ance between energy intake and energy expenditure
fails, it triggers metabolic pathologies. Several genes
have been identified to encode gut hormones involved
in regulating metabolic physiology and appetite and in-
testinal nutrient absorption (Schwartz et al., 2000; Sahu,
2004). The endocrine activity of the intestine has been
the object of intense studies for several decades, starting
from the pioneering studies on secretin (Drucker et al.,
2017). At the beginning of the 20th century, Bayliss and
Starling by discovering this first gut hormone, secretin,
in dog intestinal extract (Bayliss and Starling, 1902)
founded not only gastrointestinal endocrinology but,
more widely, endocrinology: in fact, in the Starling’s
Croonian lecture in 1905 (Starling, 1905) the word hor-
mone (from Greek hormoa) was coined. For many years
the composition and the different functions of the factors
present in the intestinal crude extract remained unclear,
and only in the late 1990s the different hormones were
identified.

These hormones act through a strict crosstalk be-
tween intestine, where the majority of the nutrient ab-
sorption takes place, and other organs such as the
brain, pancreas, liver, and heart to control food intake,
intestinal absorption, and glucose homeostasis. The
main gut hormones, their activities, and properties are
summarized in Table 16.1.

The gut—brain axis can be considered a complex
neurohormonal communication network pivotal for
the metabolic homeostasis. For the neural part, it

Hormonal Signaling in Bickogy and Medicine
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consists of the central nervous system (CNS), the local
enteric nervous system, the autonomous nervous sys-
tem, and its associated sympathetic and parasympa-
thetic arms; whereas in the endocrine component, it
comprehends the enteroendocrine cells dispersed in
the stomach and intestine. In addition, the immunolog-
ical system integrated in the mucosa and the microbiota
populating the gut contribute to modulate the axis activ-
ity (Bliss and Whiteside, 2018). In the axis, sensory infor-
mation, nutrients, and factors produced by microbiota
are converted into neural, hormonal, and immunolog-
ical signals, which are relayed back and forth from the
CNS to the gut and vice versa (Mayer et al., 2015).

Gastric emptying is prolonged by the vagal activation
and by the release of gut hormones, such as cholecysto-
kinin (CCK), peptide YY (PYY), and glucagon-like pep-
tide 1 (GLP-1) through a negative feedback to the brain
or their local action in reducing food intake within 6 mi-
nutes of feeding in fasting re-fed rats (Davis and Smith,
1990) (Fig. 16.1).

2. THE INTESTINAL
ENTEROENDOCRINE CELLS AND THE
ENTEROENDOCRINE SYSTEM

Distribution of enteroendocrine cells (ECC) and their
secretion in the human intestinal mucosa were elegantly
described in pioneer immunocytochemical studies in
the early 1980s (Sjolund et al., 1983). Endocrine cells
mainly concentrate in the small intestine, although the
large intestine has also more recently been described to
express some hormone-secreting cells (Engelstoft et al,,
2013). Together with the gastric tract, the intestine can
be considered the largest and phylogenetically oldest
endocrine organ in the organism. Functional and

Copyright © 2020 Ebevier Inc. All rights reserved
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Abstract

Glucagon-like peptide 1 receptor agonists (GLP-1RAs), which are currently used for the
treatment of type 2 diabetes, have recently been proposed as anti-obesity drugs, due
to their relevant effects on weight loss. Furthermore, dual agonists for both GLP-1R
and glucagon receptor (GCGR) are under investigation for their promising action

on adiposity, although underlying mechanisms still need to be clarified. We have

Key Words
glucagon
adipose tissue

glucagon receptor

yvy vy

GLP-1 receptor agonists

recently demonstrated that GLP-1 and liraglutide interfere with the proliferation and
differentiation of human adipose precursors, supporting the hypothesis of a peripheral
action of GLP-1RA on weight. Here, we investigated glucagon activity in an in vitro
model of primary human adipose-derived stem cells (ASCs). Glucagon significantly
inhibited ASC proliferation in a dose- and time-dependent manner, as evaluated by cell
count and thymidine incorporation. When added during in vitro-induced adipogenesis,
glucagon significantly reduced adipocyte differentiation, as demonstrated by the
evaluation of intracellular fat content and quantitative expression of early and mature
adipocyte markers (PPARy and FABP4, HSL). Notably, the inhibitory effect of glucagon

on cell proliferation and adipogenesis was reversed by specific GLP-1R (exendin-9) and
GCGR (des-His'-Glu®glucagon(1-29)) antagonists. The presence of both receptors was
demonstrated by Western blot, immunofluorescence and cytofluorimetric analysis

of ASGs. In conclusion, we demonstrated a direct inhibitory action of glucagon on the
proliferation and differentiation of human adipose precursors, which seems to involve
both GLP-1R and GCGR. These findings suggest that the adipose stem compartment is
a novel target of glucagon, possibly contributing to the weight loss obtained in vivo with

dual GLP-1R/glucagon agonists.
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Introduction

Obesity is one of the most critical risk factor for the
development of type 2 diabetes (T2D); in fact, about
90% of persons with diabetes is obese or overweight
(Pappachan et al. 2017). This led to the use of the term
‘diabesity’, indicating such a strong association between
the two pathologies (Astrup & Finer 2000).

Among glucose-lowering drugs used for the treatment
of T2D, glucagon-like peptide-1 (GLP-1) receptor agonists
(GLP-1RAs) reduce body weight and adiposity both in
T2D and in non-diabetic obese subjects (Monami et al.
2012, Pi-Sunyer et al. 2015, Cantini et al. 2016). One of
the GLP-1RAs, liraglutide, has recently been approved for
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