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INTRODUZIONE

GHRELINA
A partire dalla metà degli anni ’90 in campo endocrinologico sono state intensivamente studiate delle sostanze sintetiche, peptidiche e non, in grado di stimolare la secrezione dell’ormone della crescita (GH) in vitro ed in vivo, globalmente denominate GH secretagoghi (GHSs). E’ stato appurato che i GHSs sono in grado di stimolare il rilascio del GH mediante legame ad un recettore -allora- orfano, che proprio per questa attività è stato denominato Growth Hormone Secretagogues Receptor 1 (GHS-R1). A tutt’oggi sono note due diverse isoforme del GHS-R1 derivanti da splicing alternativo: l’isoforma 1a, dalla  struttura a 7 passi transmembrana, tipica dei recettori accopiati a proteine G (GPCRs), responsabile del segnale indotto dai GHSs, e l’isoforma 1b, tronca e considerata non funzionante.

Solo in un secondo momento, valutando gli effetti di estratti cellulari di diversi tessuti sull’attività del GHS-R1a, è stato isolato e quindi clonato il ligando naturale di tale recettore: si tratta di ghrelina, un ormone peptidico di 28 aminoacidi prodotto essenzialmente dallo stomaco (Kojima et al. Nature, 1999), la cui sequenza è altamente conservata presso tutte le specie in cui a tutt’oggi è stato clonato (Palyha et al, Mol. Endocr. 2000). 

Esistono due differenti forme di ghrelina: una octanoilata sulla serina in posizione 3 (GHR), l’altra priva di tale modificazione post-traduzionale (des-acyl GHR). La GHR viene estensivamente studiata per il suo ruolo nel metabolismo, la stimolazione dell’appetito e l’induzione del rilascio di GH; tale ruolo viene svolto mediante interazione con il recettore GHS-R1a (Bednareck et al. J. Med. Chem. 2001). Per quanto riguarda la des-acyl GHR, inizialmente si pensava che fosse priva di una propria attività, probabilmente un serbatoio circolante di ghrelina inattiva da attivare all’occorrenza mediante acilazione; infatti la des-acyl GHR non è in grado di stimolare il rilascio di GH e non lega il GHS-R1a (Kojima et al. Nature, 1999). Progressivamente però si è cominciato a capire che anche la des-acyl GHR è dotata di propria attività in diversi sistemi cellulari, con effetti analoghi se non superiori a quelli ottenuti con GHR; si tratta ad esempio di induzione dell’adipogenesi in midollo osseo in vivo (Thompson et al. Endocrinology, 2003), stimolazione della proliferazione in una linea cellulare tumorale ipofisaria di ratto (Nanzer et al. Eur. J. Endocr. 2004), inibizione della proliferazione in cellule tumorali prostatiche umane DU145 (Cassoni et al. Eur. J. Endocr. 2004). 
EFFETTI CARDIACI DI GHRELINA

La maggioranza degli studi condotti sugli effetti di GHR e des-acyl GHR GH-indipendenti si sono concentrati sul sistema cardio-vascolare. Già con taluni GHSs (ad esempio Hexarelin), infatti, era stato osservato un effetto protettivo diretto su cellule di tale sistema, visto ad esempio come  inibizione dell’apoptosi in cardiomiociti in vitro (Filigheddu et al, Endocrine 2001) e cardioprotezone in vivo (Locatelli et al. Endocrinology 1999).
A partire da queste premesse, il gruppo di lavoro diretto dal Prof. A. Graziani ha cominciato a valutare gli effetti di GHR e des-GHR su cellule cardiache ed endoteliali, in linea o primarie. I risultati di tali esperimenti hanno confermato che sia GHR che des-acyl GHR sono in grado di inibire l'apoptosi indotta con diversi trattamenti (deprivazione di siero, somministrazione di Fas-L, doxorubicina) in cardiomiociti in linea (H9C2), cardiomiociti primari e cellule endoteliali (PAE) (Baldanzi et al. JCB, 2002).

Ai risultati ottenuti in vitro ormai da diversi gruppi di lavoro sono andati a sommarsi nel tempo risultati ottenuti in vivo; in particolare è stata dimostrata da parte di GHR la protezione dal danno cellulare indotto da infarto del miocardio (Nagaya et al. Circulation 2001) e dal danno da ischemia/riperfusione (Chang et al. J. Cardiovasc. Pharmac. 2004) nonchè il miglioramento dei parametri cardiaci in corso di insufficienza cardiaca (Nagaya et al. Circulation 2001 - Nagaya and Kangawa, Curr. Opin. Pharmacol. 2003 ).

EFFETTI DI GHRELINA SUL MUSCOLO SCHELETRICO
Considerati gli interessanti risultati ottenuti con ghrelina su cellule del sistema cardio-vascolare, ci siamo chiesti se GHR e des-GHR potessero avere un'azione anche su un altro tipo di cellule muscolari, le cellule di muscolo scheletrico. In questo modello sperimentale il nostro gruppo di lavoro ha dimostrato il potenziamento del processo di fusione in corso di differenziamento muscolare in mioblasti murini in linea C2C12 e in mioblasti primari sia da parte di GHR che des-GHR (N. Filigheddu, tesi di Dottorato).
GHR e des-GHR sono infatti in grado di inibire la proliferazione dei mioblasti e di indurre la trascrizione di marcatori sia che precoci che tardivi del differenziamento. Confrontando l’indice di fusione di mioblasti differenziati in classico terreno di differenziamento (DMEM + 2% siero di cavallo) oppure in presenza di GHR o des-GHR è stato osservato che entrambe le molecole innalzano tale valore in modo significativo.

L’ATROFIA DEL MUSCOLO SCHELETRICO

L’atrofia del muscolo scheletrico è una risposta catabolica, sistemica e debilitante ad alcune condizioni fisiologiche, come la denutrizione, o ad una varietà di patologie, come la presenza di una massa tumorale, il diabete mellito, l’AIDS, disturbi renali; inoltre singoli muscoli possono andare incontro ad atrofia in seguito a denervazione o disuso.

L’atrofia del muscolo scheletrico consiste in una perdita massiva di proteine strutturali che porta ad una diminuzione della massa muscolare e ad una conseguente riduzione di funzionalità. Il decremento delle proteine muscolari è il risultato di una diminuzione di sintesi proteica accoppiato ad un incremento della degradazione; sebbene entrambi i processi concorrano all’insorgere di atrofia, la degradazione proteica tramite la via ubiquitina-proteasoma ATP-dipendente è il principale fenomeno causale.

Recentemente è stato condotto un accurato studio per elucidare i cambiamenti trascrizionali che accompagnano l’insorgere dello stato atrofico. Esperimenti di cDNA microarrays per comparare quattro diversi condizioni inducenti atrofia (denutrizione, presenza di tumore, insufficienza renale, diabete mellito) a condizioni di equilibrio e assenza di atrofia in topi o ratti hanno rivelato che in tutte le condizioni inducenti atrofia, mentre il 90% del trascrittoma non mostra significative variazioni, un set comune di 120 geni viene regolato in modo coordinato (Lecker et al, The FASEB J, 2004). Tra questi geni, collettivamente denominati “atrogeni”, si trovano geni codificanti proteine coinvolte nella via ubiquitina-proteasoma (up-regolati), nella produzione di energia, codificanti per proteine strutturali della matrice extracellulare (down-regolati) e così via .

La presenza di questo “programma atrofico” ben conservato ha permesso di postulare una via di segnalazione comune che influenzi i medesimi fattori trascrizionali per indurre l’espressione dei medesimi geni indipendentemente dallo stimolo testato.
Tra gli atrogeni identificati si distingue per entità di sovraespressione in corso di atrofia atrogin-1 (MAFbx), una Ub-ligasi muscolo-specifica la cui espressione è notevolmente incrementata durante l’atrofia; per questo motivo l’espressione di atrogin-1 può essere utilizzata come marcatore del grado di atrofia della cellula (Bodine et al, Science 2001). 

Principali responsabili dell’aumento di espressione di atrogin-1 e della sua repressione in condizioni non atrofiche sono una famiglia di fattori di trascrizione chiamati FoxO, Forkhead box subgroup O (Sandri et al, Cell 2004). I fattori FoxO sono finemente regolati sia da un meccanismo di induzione trascrizionale (in particolare FoxO-1, che appartiene a sua volta al set di atrogeni) e da un classico meccanismo di fosforilazione/defosforilazione. La fosforilazione dei fattori FoxO impedisce la loro traslocazione nel nucleo e di conseguenza l’attivazione della trascrizione di un certo numero di geni, tra cui atrogin-1, in risposta all’induzione di atrofia. E’ da notare tuttavia, che nel muscolo scheletrico sono presenti numerose altre ubiquitina-ligasi (come ad esempio UBR1 e MuRF1) che sicuramente concorrono al processo atrofizzante, come emerge dall’oservazione che knockouts di atrogin-1 sono solo parzialmente efficaci nel prevenire l’insorgere di atrofia (Cao et al, Int J Bioch Cell Biol, 2005).
La fosforilazione dei fattori FoxO è a carico della via di trasduzione PI3K/Akt, come dimostrato in risposta al fattore anti-atrofico IGF-1 (Stitt et al, Molecular Cell, 2004; Nader, Int J Bioch Cell Biol, 2005 ).
L’assenza di siero o di fattori di crescita come insulina o IGF-1 blocca la via di trasduzione del segnale PI3K/AKT e, di conseguenza, i fattori FoxO non fosforlati sono liberi di entrare nel nucleo dove promuovono la trascrizione di atrogin-1 e di altri atrogeni.
Inoltre è stato dimostrato che i fattori FoxO non sono gli unici coinvolti a valle di PI3K/AKT: infatti anche la fosforilazione di GSK3b (inattivante) e la fosforilazione di mTOR (attivante) svolgono un ruolo nella trascrizione degli atrogeni e pertanto concorro all’insorgere di atrofia (Li BG et al, Int J Bioch Cell Biol, 2005)
OBIETTIVI

Obiettivi principali del mio lavoro sono stati: 
i) proseguire il lavoro sulle cellule del sistema cardio-vascolare, sviluppando un utile strumento d’indagine in vivo per valutare le potenzialità anti-apoptotiche di ghrelina in un contesto più ampio e complesso. 
ii) indagare la capacità di ghrelina nel contrastare l’instaurarsi dell’atrofia del muscolo scheletrico e studiarne i meccanismi molecolari.
MATERIALI E METODI

Preparazione del vettore per l’espressione cuore-specifica di ghrelina

L'intero cDNA di GHR murina (da start codon a stop codon, 354 bp) è stato clonato a partire da cDNA di stomaco di topo (precedentemente preparato) con inserimento dei siti di restrizione per XhoI e HindIII utilizzando i seguenti primer: GHR-XhoI for 5' CCG CTCGAGCGGATGCTGTCTTCAGGCACCAT 3' e GHR-HindIII rev 5' CCCAAGCTTGGGT TACTTGTCAGCTGGCGCCTC 3'  (reazione: 94°C 2', 94°C 30 "- 60°C 30" - 72°C 30" (34 cicli), 72°C 7'). Il prodotto di PCR è stato fatto correre su gel per verificare le dimensioni del frammento che è stato quindi estratto da gel (NucleoSpin Exctract, Macherey Nagel). I tagli enzimatici con XhoI e HindIII (New England BioLabs) sono stati effettuati contemporaneamente con buffer compatibile a 37°C per 2 ore. A seguire corsa su gel ed estrazione della banda.

Il vettore d'espressione cuore-specifico è stato gentilmente fornito dalla dottoressa M. Deacetis ed è così costruito: 2,9 kb di pBlueScript II SK+ (contenente origine di replicazione batterica e resistenza all'ampicillina), 3' UTR della -MHC murina, regione promotrice della -MHC murina (siti di legame a fattori trascrizionali cuore-specifici come MEF2, MCAT, MEF1 e altri, TATA box, primi tre esoni non tradotti), sito di clonaggio e segnale di poliadenilazione del GH umano, per un totale di circa 9 kb.

Tale vettore è stato tagliato a livello del sito di clonaggio con SalI e HindIII (New England BioLabs) in sequenza, con corsa su gel d'agarosio ed estrazione della banda da gel ad ogni passaggio. I tagli con SalI e XhoI producono estremità compatibili. 

La reazione di ligasi con T4 ligasi (New England BioLabs) tra vettore e inserto in rapporto 1:6 (50 ng:300 ng) è durata 17 ore a 16°C.

Con il prodotto di ligasi sono stati trasformati batteri competenti TOP10 ed è stata effettuata una Midi Prep (Sigma) dopo crescita over night in 200 ml di  terreno LB.

La verifica dell'avvenuta ligasi è stata effettuata mediante i) taglio enzimatico con EcoRI (Invitrogen) ii) RT-PCR utilizzando un primer forward posizionato sul promotore di -MHC (for 5' TCCAGCCCTCTCTTTCTCTG 3') e un primer reverse posizionato all'interno della sequenza di GHR (rev 5' AGCTTGGGTTACTTGTCAGCT 3'). Una volta verificata l'avvenuta ligasi, la GHR murina è stata nuovamente amplificata con i primer con cui era stata clonata e l'amplimero così ottenuto è stato inviato a sequenziare alla MWG biotech per escludere la presenza di errori nella sequenza.

Preparazione plasmide d’espressione cuore-specifica di ghrelina per microiniezione e microiniezione

Per poter microiniettare il costrutto è stato necessario eliminare la porzione di plasmide contenente la sequenza per la replicazione in batteri e la resistenza all’ampicillina. E’ stata dunque effettuata una digestione enzimatica a 37°C per 2 ore con BamHI. Il prodotto di digestione è stato fatto correre su gel d’agarosio e il frammento d’interesse è stato estratto da gel con NucleoSpin Exctract (Macherey Nagel).

La microiniezione del costrutto GHR sotto promotore cuore-specifico nel pronucleo di un ovocita fecondato è stata condotta dalla Dott.ssa Sharmila Fagoonee presso il Dipartimento di Genetica, Biologia e Biochimica dell’Università degli Studi di Torino con autorizazione e approvazione ministeriale per l’utilizzo di animali ai soli fini della ricerca.

Numerazione dei topi ed estrazione di DNA genomico

A circa 20 giorni dalla nascita, i topi nati in seguito a microiniezione del nostro costrutto sono stati numerati mediante taglio delle dita. Le dita sono state utilizzate come sorgente di DNA genomico per la ricerca del transgene mediante PCR. Le dita sono state digerite per 16 ore a 57°C in presenza di proteinasi K 1 mg/ml. A seguire la proteinasi K è stata inattivata a 95°C per 10 minuti. Dopo aver centrifugato per eliminare i residui solidi rimasti in provetta, il surnatante è stato utilizzato per condurre l’analisi in PCR.

PCR per selezione dei topi fondatori

I topi fondatori sono stati selezionati via PCR con un primer forward complementare ad una sequenza del promotore diMHC murina ed un primer reverse complementare ad una sequenza della GHR (for 5’ GGGGTTCCCACCCTTATGTAA 3’; rev 5’ TTACTTGTCA GCTGGCGCCT 3’). L’amplimero risultante è di 904 paia di basi.
Colture cellulari

Cellule C2C12 (miobalsti scheletrici murini immortalizzati ad un basso grado di differenziamento) sono state mantenute a 37°C in terreno di crescita (growth medium, GM), così definito: DMEM (Dulbecco Modified Eagle Medium) arricchito con siero fetale bovino al 10%, e addizionato di antibiotici, antimicotici e glutamina. Le cellule sono state mantenute in piastre Petri di 10 cm di diametro ad arrivare ad una confluenza di circa 70-80% e poi passate a diluizione opportuna. La coltura in terreno di crescita ed il non raggiungimento della confluenza completa consentono di mantenere le C2C12 non differenziate e attivamente proliferanti. 
L’induzione del differenziamento dei mioblasti C2C12 a miotubi è stato indotto sostituendo a cellule al 70-80% di confluenza il terreno di crescita con il terreno di differenziamento (DM), costituito da DMEM addizionato di siero di cavallo al 2%, antibiotici, antimicotici e glutamina.
Induzione dell’atrofia

L’atrofia è stata indotta in miotubi C2C12 ottenuti dalla permanenza in terreno di differenziamento per 5 giorni mediante i) sostituzione del terreno di differenziamento con PBS, per tempi variabili ii) somministrazione di dexametasone 1 M per 24 ore.

Estrazione RNA, quantificazione e retrotrascrizione
L’RNA totale è stato estratto utilizzando il kit Nucleo Spin RNA II (Macharey Nagel); a seguito dei trattamenti le cellule sono state lavate con PBS e ogni piastra è stata lisata con 400 l di buffer di lisi e -mercaptoetanolo; la lisi è stata ottimizzata mediante omogenizzazione con siringa. 
L'RNA ottenuto è stato quantificato mediante misurazione allo spettrofotometro e 2 g di ciascun campione sono stati retrotrascritti con SuperScript III RT (Invitrogen) per ottenere il cDNA, in presenza di random esameri. 1 l di ciscun cDNA è stato utilizzato per effettuare RT PCR per la GAPDH murina come verifica di avvenuta retrotrascrizione (primer: GAPDH-for 5' ATCACTGCCACCCAGAAGACT 3' e GAPDH-rev 5' ATCGAAGG TGGAAGAGTGGGA 3'). 
Per tutte le RT-PCR è stata utilizzata la DyNAzyme EXT  polimerasi (Finnzymes).
Disegno dei primer
Tutti i primer descritti in questo lavoro sono stati disegnati utilizzando il programma on line Web Primer disponibile gratuitamente alla pagina http://seq.yeastgenome.org/cgi-bin/web-primer e sono stati sintetizzati dalla MWG Biotech. Tutte le sequenze sottoposte al programma per il disegno dei primer sono state ricavate dalla banca dati dell’NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov.
RT-PCR

Per valutare la presenza di atrogin-1 mediante PCR abbiamo utilizzato i seguenti primer: atrogin-1 for 5’ TTCTTGAAGACCAGCAAAACA 3’ e atrogin-1 rev 5’ AAAGTCTTGAGG GGAAAGTGA 3’; amplificando con i suddetti primer, disegnati a cavallo di un introne per evitare contaminazioni da DNA genomico, si ottiene una banda di 581 paia di basi.

Per FoxO-1 sono stati usati i seguenti primer: FoxO-1 for 5’ ACCTCATCACCAAGGCCAT 3’ e FoxO-1 rev 5’ CCATGTTTTCTGGATTGCTG 3’. La banda ottenuta in seguito ad amplificazione è di 616 paia di basi. 
E’ stata sempre utilizzata la DyNAzyme EXT  polimerasi (Finnzymes).
Real Time PCR

Per valutare quantitativamente la presenza dei trascritti di atrogin-1 e FoxO-1 nei nostri campioni sono state condotte delle Real Time PCR. Ogni singola reazione è stata condotta in un volume finale di 20 l: Platinum Sybr Green qPCR SuperMix UDG (2X), ROX (50X); come gene di controllo è stata utilizzata la GAPDH, amplificata con i seguenti primer: for 5’ CTGGCCAAGGTCATCCATGA 3’ e rev 5’ AGGGGCCATCCACAGTCTT 3’; 

Per i due geni di interesse sono stati usati i seguenti primer:

atrogin-1 for 5’ GACCATTCTACACTGGCAGCA 3’

atrogin-1 rev 5’ TGATCGTGAGGCCTTTGAA 3’

FoxO-1 for 5’ TAAGGGCGACAGCAACAGCT 3’
FoxO-1 rev 5’ TCCTTCATTCTGCACTCGAA 3’
Ad ogni esperimento i singoli campioni sono stati amplificati in triplicato. Lo strumento utilizzato è il 7000 Sequence Detection System, Applied Bioystems. 
Western Blot

Le cellule,  in seguito ai trattamenti, sono state lisate con tampone di lisi addizionato di una miscela di inibitori delle proteasi e ortovanadato 1 mM.

Le proteine sono state sottoposte ad elettroforesi su gel di acrilamide all’8% in presenza di SDS. In seguito alla corsa elettroforetica le proteine sono state trasferite su membrana in PVDF mediante trasferimento Semi-Dry (Biorad). La membrana così ottenuta, dopo saturazione in metanolo, è stata decorata con un anticorpo primario. Dopo la decorazione con l’anticorpo la membrana è stata abbondantemente lavata con TBS-Tween (0,1%) e a seguire è stata incubata in presenza di anticorpo secondario coniugato con fosfatasi alcalina. Dopo gli opportuni lavaggi il risultato è stato osservato mediante reazione in chemioluminescenza (ECL Perkin Elmer). Per poter riutilizzare la medesima membrana per la decorazione con un diverso anticorpo primario, è stato utilizzato un tampone addizionato di -mercaptoetanolo in grado di rimuovere gli anticorpi legatisi in precedenza. Per saturare nuovamente la membrana prima della nuova decorazione è stata utilizzata una soluzione al 10% di BSA.
Come anticorpi primari sono stati utilizzati i) anti P-AKT ii) anti AKT iii) anti P-FoxO-3 iv) anti P-FoxO-1 e v) anti FoxO-1.
Produzione del vettore d’espressione muscolo-specifica di ghrelina

L'intero cDNA di ghrelina murina, dal  codone iniziale ATG al codone stop TAA, per un totale di 354 paia di basi, è stato clonato a partire da cDNA di stomaco di topo (precedentemente preparato) con inserimento dei siti di restrizione per XhoI e HindIII utilizzando i seguenti primer: GHR-XhoI for 5' CCGCTCGAGCGGATGCTGTCTTCAGGC ACCAT 3' e GHR-HindII rev 5' CCCAAGCTTGGGTTACTTGTCAGCTGGCGCCTC 3'  (reazione: 94°C 2', 94°C 30 "- 60°C 30" - 72°C 30" (34 cicli), 72°C 7'). Il prodotto di PCR è stato fatto correre su gel per verificare le dimensioni del frammento che è stato quindi estratto da gel (NucleoSpin Exctract, Macherey Nagel). I tagli enzimatici con XhoI e HindIII (New England BioLabs) sono stati effettuati contemporaneamente con tampone compatibile a 37°C per 2 ore. A seguire corsa su gel ed estrazione della banda.

Il vettore per espressione muscolo scheletrico-specifica  è così costruito: 2,7 kb del vettore pUC18 (contenente origine di replicazione batterica e resistenza all'ampicillina), 1,5 kb del promotore per MLC1f, sito di clonaggio, sito di poliadenilazione di SV40 ed MLC enhancer, per un totale di circa 6 kb. Tale vettore è stato tagliato a livello del sito di clonaggio con SalI e HindIII (New England BioLabs) in sequenza, con corsa su gel d'agarosio ed estrazione della banda da gel ad ogni passaggio. I tagli con SalI e XhoI producono estremità compatibili. 

La reazione di ligasi con T4 ligasi (New England BioLabs) tra vettore e inserto in rapporto 1:6 (50 ng:300 ng) è durata 17 ore a 16°C.

Con il prodotto di ligasi sono stati trasformati batteri competenti TOP10 ed è stata effettuata una Midi Prep (Sigma) dopo crescita over night in 200 ml di  terreno LB.

La verifica dell'avvenuta ligasi è stata effettuata mediante taglio enzimatico con EcoRI (Invitrogen). Una volta verificata l'avvenuta ligasi, la ghrelina murina è stata nuovamente amplificata con i primer con cui era stata clonata e l'amplimero così ottenuto è stato inviato a sequenziare alla MWG biotech per escludere la presenza di errori nella sequenza.
RISULTATI
Produzione del costrutto per l’espressione cuore-specifica

Abbiamo clonato l’intero cDNA di GHR da stomaco di topo adulto utilizzando dei primer modificati con l’aggiunta dei siti di restrizione necessari per l’inserimento nel vettore. Dopo aver isolato e digerito l’inserto ed aver opportunamente digerito il vettore per l’espressione cuore-specifica abbiamo effettuato la reazione di ligasi. Il prodotto di ligasi è stato verificato per la presenza dell’inserto sia via PCR che via taglio enzimatico. Il vettore all’interno del quale sia stato inserito il cDNA di GHR presenta, in seguito a taglio enzimatico con BamHI (2 siti di restrizione), un frammento più lungo di circa 400 paia di basi, ovvero la lunghezza dell’inserto.

Una volta verificato l’avvenuto inserimento del cDNA di GHR, il costrutto è stato inviato a sequenziare per verificare di non aver inserito errori all’interno della sequenza codificante.

Preparazione del vettore per la microiniezione e microiniezione

Il vettore plasmidico per l’espressione cuore-specifica in cui è stato subclonato l’intero cDNA di GHR murina è stato preparato per la microiniezione eliminando mediante taglio enzimatico con BamHI la porzione di sequenza contenente l’origine di replicazione in batteri e la resistenza all’ampicillina.

Dopo la corsa della digestione su gel d’agarosio, la banda di interesse, di circa 6,4 kb, è stata isolata e purificata opportunamente per la microiniezione.

La microiniezione del costrutto nel pronucleo di un ovocita fecondato è stata condotta  presso le strutture del Dipartimento di Genetica, Biologia e Biochimica dell’Università degli Studi di Torino.

Gli ovociti microiniettati sono stati reimpantati nell’utero di una madre adottiva pseudogravida, che ha portato a termine la gravidanza. Per aumentare le possibilità di successo, sono state effettuate diverse microiniezioni e successivi reimpianti.

Selezione dei topi fondatori ad espressione cuore-specifica di ghrelina

Dopo circa 20 giorni dalla nascita dei topi ottenuti dagli ovociti microiniettati sono state effettuate la numerazione e l’estrazione del DNA. Entrambi gli scopi sono stati raggiunti mediante il taglio delle dita; le dita tagliate per la numerazione sono state utilizzate per l’estrazione del DNA, mediante incubazione con proteinasi K.

La selezione è stata effettuata tramite PCR, utilizzando una coppia di primer specifica per il transgene, dal momento che il primer forward era complementare ad una sequenza del promotore di (MHC e il reverse era complementare ad una sequenza di GHR; l’amplificato risultante dall’utilizzo di questi due primer è di 904 paia di basi.

Su un totale di 49 topi nati, 2 sono morti in seguito a conflitto con la madre, gli altri 47 sono stati tutti sottoposti a numerazione e selezione via PCR. Di questi 47, 21 erano maschi e 26 erano femmine.  

Il risultato delle PCR, effettuate a più riprese data la numerosità del campione, ha rivelato che hanno incorporato nel proprio genoma il transgene 6 topi su 47, di cui 1 maschio e 5 femmine.

I topi positivi per il transgene sono risultati essere:

N° 8 (maschio)

N° 16 (femmina)

N° 20 (femmina)

N° 22 (femmina)

N° 35 (femmina)

N° 44 (femmina)

Produzione di linee di transegenici ad espressione cuore-specifica stabili

Una volta selezionati i topi fondatori, ciscuno di essi è stato fatto accoppiare con uno (nel caso dellle femmine) o più (nel caso del maschio) topi wild type, per poter ottenere da ciascuno di essi almeno un maschio ed una femmina che abbiano ereditato il transgene.

Da tali accoppiamenti sono stati ottenuti complessivamente 67 topi, che verranno al più presto analizzati mediante PCR per la presenza del transgene. Un maschio ed una femmina recanti il transgene verranno fatti accoppiare tra loro, in modo da ottenere topi omozigoti. 
Induzione dell’atrofia in miotubi C2C12
Mioblasti C2C12 mantenuti in terreno di crescita fino ad una confluenza di circa 70-80% sono stati indotti a differenziare mediante sostituzione del terreno di crescita con terreno di differenziamento, come descritto nei materiali e metodi; dopo 5 giorni in terreno di differenziamento le cellule risultavano, all’osservazione al microscopio ottico, aver assunto una morfologia tipicamente differenziata; erano infatti osservabili miotubi multinucleati derivanti dalla fusione dei miociti. I miotubi così ottenuti sono stati indotti ad andare in atrofia mediante sostituzione del terreno di differenziamento con PBS. Per valutare l’instaurarsi della condizione atrofica, abbiamo estratto l’RNA totale da piastre diverse a tempi diversi: a 30, 60 e 150 minuti dal passaggio in PBS.

L’RNA totale così ottenuto è stato quantificato e retrotrascitto. Per verificare la qualità della retrotrascrizione è stata effettuata una PCR per GAPDH. A seguire sono state eseguite le RT-PCR per atrogin-1 e FoxO-1. Dalle RT-PCR sembrava risultare che all’aumentare del tempo trascorso in PBS aumentasse l’espressione dei trascritti sia di atrogin-1 che di FoxO-1. Per confermare quantitativamente l’osservazione precedente, abbiamo effettuato delle PCR Real Time per i medesimi geni. Il risultato suggerito dalle RT-PCR è stato confermato da tali esperimenti, indicando un incremento nel tempo dell’espressione dei trascritti sia di atrogin-1 che di FoxO-1, sebbene l’incremento di quest’ultimo, come atteso, si sia rivelato di più modesta entità.
GHR e des-GHR preservano mitotubi C2C12 dalle modificazioni morfologiche indotte da atrofia
In miotubi C2C12, ottenuti dopo 5 giorni di differenziamento come precedentemente descritto, è stata indotta atrofia mediante sostituzione del terreno di differenziamento con PBS per 180 minuti in presenza o assenza di GHR o des-GHR 10 nM. Le cellule cui sono state somministrate GHR o des-GHR hanno anche subito un pre-trattamento di un’ora con tali peptidi alla medesima concentrazione.

Al termine dei 180 minuti di trattamento le cellule sono state fotografate al microscopio ottico in contrasto di fase. Miotubi controllo, mantenuti in terreno di differenziamento, presentano una morfologia classica, con numerosi miotubi polinucleati allineati e orientati; al contrario, miotubi che siano stati mantenuti per 180 minuti in PBS presentano una morfologia decisamente più disorganizzata, con perdita evidente delle strutture allungate e polinucleate ed un principio di distaccamento dal fondo della piastra; i miotubi mantenuti in PBS per 180 minuti pretrattati per un’ora e poi trattati, in concomitanza con il PBS, con GHR o des-GHR 10 nM, presentano una morfologia simile a quella dei miotubi mantenuti in terreno di differenziamento, suggerendo che sia GHR che des-GHR siano in grado di preservare la morfologia di miotubi C2C12 indotti ad atrofizzare dall’assenza di siero, glucosio ed aminoacidi.   

Des-GHR riduce l’espressione di atrogin-1 in miotubi C2C12 in presenza di stimolo atrofico 

A miotubi C2C12, mantenuti 5 giorni in terreno di differenziamento come precedentemente descritto, è stato sostituito il terreno di differenziamento con PBS per indurre atrofia, in presenza o assenza di des-GHR 10 nM a tempi variabili. Al termine dei trattamenti dai miotubi è stato estratto e retrotrascritto l’RNA; il cDNA così ottenuto è stato amplificato in RT-PCR per individuare la presenza di atrogin-1. A seguire, per ottenere una valutazione di tipo quantitativo, sui medesimi campioni è stata condotta una PCR Real Time per  atrogin-1; i risultati ottenuti indicano che in cellule rimaste per 30 minuti in PBS l’espressione di atrogin-1 risulta fino a 4 volte minore rispetto a quella dei miotubi rimasti in PBS per 180 minuti. Il pretrattamento di un’ora e la somministrazione in contemporanea alla presenza di PBS con des-GHR 10 nM sembra in grado di ridurre fino a 2 volte l’espressione del gene.

Des-GHR mantiene elevata la fosforilazione di AKT in miotubi C2C12 indotti all’atrofia con mantenimento in PBS

Come descritto nei protocolli le cellule a seguito dei trattamenti sono state lisate, allo scopo di estrarre le proteine, con tampone di lisi in presenza di una miscela di inibitori delle proteasi e ortovanadato e in seguito sottoposte a corsa elettroforetica su gel all’8% in acrilamide in presenza di SDS. La membrana, ottenuta a seguito di decorazione con l’anticorpo primario anti fosfo-AKT e in seguito secondario, è stata visualizzata attraverso chemioluminescenza. I risultati ottenuti suggeriscono che un pretrattamento di un’ora ed il successivo trattamento con GHR o des-GHR 10nM mantengano elevata la fosforilazione di AKT rispetto alle cellule  mantenute in PBS per 180 minuti senza l’aggiunta dei peptidi. Presumibilmente in seguito a fosforilazione da parte di Akt, i fattori FoxO non possono traslocare nel nucleo, dove promuoverebbero la trascrizione di atrogin-1 e di altri atrogeni.   
GHR SINERGIZZA CON IGF1 NEL CONTRASTARE ATROFIA INDOTTA DA DEXAMETASONE
Dopo gli esperimenti preliminari in cui l’atrofia dei miotubi è stata indotta mediante sostituzione del terreno di differenziamento con PBS, abbiamo deciso di valutare un altro stimolo atrofico, rappresentato da trattamento con dexametasone.

Miotubi C2C12, ottenuti dopo 5 giorni di permanenza in terreno di differenziamento sono stati trattati per 24 ore con dexametasone 1 M, in presenza o assenza di IGF1 10 ng/ml e concomitante presenza di GHR o Des-GHR a diverse concentrazioni (10-100-1000 nM).

Allo scadere delle 24 ore i trattamenti con IGF1, GHR o Des-GHR sono stati nuovamente somministrati e le cellule sono state lisate 30 minuti dopo per l’estrazione proteica. Le proteine sono state sottoposte ad elettroforesi e le membrane ottenute dopo il trasferiemnto sono state incubate con anticorpo anti-P-Akt, anti-P-FoxO3 ed anti-AKT.

I risultati ottenuti indicano che GHR 1 M addizionata ad IGF1 10 ng/ml è in grado di aumentare la quota di P-Akt e di P-FoxO3 rispetto alla sola presenza di IGF1 10 ng/ml durante trattamento con dexametasone.
Costruzione vettore per topo transgenico esprimente grelina sotto il controllo di un promotore ad espressione muscolo scheletrico-specifica
 Come ampiamente descritto nei materiali e metodi l'intero cDNA della ghrelina murina è stato clonato all'interno del vettore per l'espressione muscolo scheletrico-specifica. La specificità di espressione è garantita dalla presenza della sequenza promotrice MLC1f ed enhancer MLC. 
Il sequenziamento  del frammento clonato all'interno del vettore garantisce che il costrutto sia ora pronto per essere utilizzato per microiniezione.

COMMENTI E PROSPETTIVE
Studio degli effetti di ghrelina sul sistema cardio-vascolare

I risultati ottenuti fino a questo punto del lavoro ci hanno condotto ad ottenere 6 diversi fondatori che daranno origine a 6 linee di topi transgenici indipendenti per il costrutto di GHR sotto promotore cuore-specifico. In ciascuno dei topi risultati positivi a questo prima selezione, infatti, il transgene è stato integrato in una diversa posizione, casuale, all’interno del genoma. 

Dal momento che tutti e 6 i fondatori risultano vitali, in buona salute e senza evidenti malformazioni macroscopiche, è da escludere che il transgene si sia integrato all’interno di un gene essenziale e non vicariabile. Tuttavia non si può escludere che l’inserimento del transgene abbia danneggiato una porzione di genoma essenziale in determinate condizioni, ad esempio un gene necessario per la risposta immunitaria, oppure un promotore che si attiva in momenti particolari della vita del topo; il transgene potrebbe anche essersi integrato all’interno di un cromosoma sessuale, causando problemi al momento della trasmissione, oppure ancora potrebbe essersi integrato in una zona del genoma silenziata e quindi risultare in definitiva non funzionante.

Per questi motivi è importante avere a disposizione più di una linea transgenica e portare avanti tutte le linee disponibili fino ad ulteriori osservazioni.  

Operativamente, è stato necessario incrociare ciascuno dei fondatori con topi wild-type per ottenere una F1 da analizzare nuovamente per la presenza del transgene. I topi della F1 che risulteranno positivi per la presenza del transgene verranno a questo punto incrociati tra loro (sempre mantenendo distinte le 6 linee dei fondatori iniziali) per ottenere topi omozigoti per il transgene.

Per comprendere meglio dove si sia posizionato il transgene, sarà possibile effettuare esperimenti di FISH (fluorescence in situ hybrydization) e/o di sequenziamento. Inoltre, sacrificando alcuni topi ed esaminandone il tessuto cardiaco, valuteremo la reale capacità del transgene ad essere espresso (Real Time PCR) e tradotto (RIA, Western Blot).

Una volta ottenuti i topi omozigoti, sarà possibile iniziare con gli esperimenti per valutare l’eventuale effetto di protezione da parte di GHR nei confronti dei danni indotti sul cuore. 

La tipologia di danno indotta a livello cardiaco sarà varia; verranno effettuati trattamenti con doxorubicina, un chemioterapico ad elevata tossicità cardiaca e si valuteranno gli effetti protettivi di GHR a lungo e a breve termine; verrà indotto danno da ischemia-riperfusione mediante parziale ligazione coronarica, oppure danno da sovraccarico pressorio con conseguente ipertofia del muscolo cardiaco mediante coartazione aortica.

Inoltre i topi transgenici verranno incrociati con altri modelli murini di danno cardiaco geneticamente indotto, per valutare se la protezione abbia luogo indipendentemente dal meccanismo che ha portato al danno.

Tutti gli esperimenti verranno condotti in parallelo su topi wild type per effettuare i confronti.
Studio degli effetti di ghrelina sul muscolo scheletrico
A partire dai risultati ottenuti precedentemente sui miotubi C2C12, in cui è stato dimostrato che GHR e des-GHR inducono cambiamenti morfologici analoghi a quelli indotti da terreno di differenziamento, promuovono l’espressione di proteine del differenziamento e inoltre inducono fusione dei mioblasti, ci siamo proposti di valutare l’eventuale efficacia di GHR e des-GHR nel proteggere il muscolo scheletrico da processi atrofizzanti.

L’atrofia è stata indotta in un modello sperimentale in vitro, utilizzando miotubi ottenuti da cellule murine C2C12 sostituendo il terreno di differenziamento con del PBS per tempi diversi.

Per valutare lo stato atrofico delle cellule abbiamo verificato l’espressione di atrogin-1 e FoxO-1, due atrogeni, per mezzo di una RT-PCR e di una PCR Real Time su cDNA di C2C12 rimaste per tempi diversi in PBS. Dalla PCR è emerso che l’espressione di entrambi aumentava all’aumentare del tempo in PBS, confermando la nostra capacità di simulare atrofia in vitro.

Mediante amplificazione con una PCR Real Time è stata valutata l’attività di GHR e des-GHR confrontando cDNA di miotubi C2C12 indotti ad atrofia in presenza o assenza di des-GHR. A tempi uguali, le cellule a cui è stata aggiunta des-GHR, sembrerebbero presentare una ridotta espressione di atrogin-1.

La trascrizione dei geni che codificano per atrogin-1 è attivata dai fattori FoxO regolati a loro volta dalla via di trasduzione PI3/AKT. Tramite Western Blot è stata valutata la fosforilazione di AKT da cui è emerso che GHR e des-GHR ne mantenengono alta la fosforilazione, presumibilemnte impedendo così ai fattori FoxO di traslocare nel nucleo dove promuoverebbero la trascrizione di atrogin-1.   

Con questi esperimenti preliminari abbiamo posto le basi per proseguire la ricerca degli effetti di GHR e des-GHR sulla protezione da atrofia indotta in muscolo scheletrico.

Saranno infatti ancora necessari diversi esperimenti in vitro per definire le caratteristiche e le potenzialità degli effetti di GHR e des-GHR in tale sistema, tra i quali avranno la priorità 
i) induzione dell’atrofia mediante stimoli diversi, come ad esempio trattamenti con glucocorticoidi o TNF 
ii) analisi del complessivo stato di ubiquitinazione delle cellule indotte ad andare in atrofia iii) indagine di ubiquitina-ligasi diverse da atrogin-1, come ad esempio MuRF1 
iv) analisi di vie di segnalazione diverse da PI3K-AKT-FoxO(s) 
v) indagine di altre vie di segnalazione a valle di PI3K/AKT, coinvolgenti ad esempio GSK3 e mTOR, dal momento che il coinvolgimento di tali vie -indipendenti tra loro- è stato messo in evidenza in precedenti lavori presenti in letteratura in seguito a trattamenti con IGF1 in corso di atrofia in vitro (Li et al, Int J Bioch Cell Biol, 2005; Glass DJ, Int J Bioch Cell Biol, 2005) .

Come passo successivo, per valutare in vivo l’efficacia di ghrelina nel contrastare l’atrofia, abbiamo cominciato a preparare un costrutto per la produzione di un modello animale.

Abbiamo infatti prodotto un costrutto plasmidico in cui l’intero cDNA di GHR è sotto il controllo di un promotore ed un enhancer muscolo scheletrico-specifici. Tale costrutto verrà microiniettato nel pronucleo di un ovocita fecondato per dare origine ad una o più linee di topi transgenici, esprimenti costitutivamente ghrelina in tessuto muscolare.

Il topo transgenico così ottenuto verrà utilizzato per esperimenti di induzione di danno al muscolo scheletrico o per incrocio con altri topi geneticamente predisposti a degenerazione muscolare (ad esempio topi Mdx) e confrontato con topi wild type.
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