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INTRODUZIONE

Grelina € un ormone peptidico circolante secretito ddomaco che induce il rilascio di ormone
della crescita tramite legame a GHSR-1a, un reeeticcoppiato a proteina G precedentemente
identificato come il recettore per i GH-secretagofBHS), una classe di molecole sintetiche
peptidiche e non che stimolano fortemente la semmezsomatotrofica (1, 2). Grelina possiede
anche altre attivita endocrine, tra cui la stimmae dell'appetito, la regolazione del metabolismo
lipidico e, seppure in modo minore, la secrezionaltd ormoni ipofisari (3-5). La sua espressione
e i livelli in circolo vengono aumentati dall'ipacgmia e dalla somministrazione di leptina e sono
prontamente inibiti dalla somministrazione di ci@® 6). Grelina € un peptide di 28 aminoacidi
esterificato con acido ottanoico sulla serina 37)1 L 'acilazione & un requisito fondamentale per i
legame al recettore GHSR-1a e per le attivita emdedi grelina. Infatti la grelina deacilata, che
nel siero & 50 volte piu abbondante della grelima lega GHSR-1a e non possiede alcuna attivita
GH-secretagoga (1, 7).

Sebbene il recettore GHSR-1a sia principalmenteessp nell'unita ipotalamo-ipofisi e in altre aree
del sistema nervoso centrale, siti di legame pagrddina e per i GHS sono stati trovati in tessuti
periferici endocrini e non endocrini, quali il €sta cardiovascolare e il muscolo scheletrico, e in
linee cellulari (8, 9,10-13), fornendo l'ipotesiechazione di grelina possa non essere limitata a
livelli centrali. E’ stato infatti dimostrato chaalina e i GHS peptidici sintetici possiedono varie
attivita cardiovascolari indipendenti dalla lorothata GH-secretagoga (14). Sia grelina che
hexarelin, un GHS peptidico sintetico, aumentanpddormance cardiache in volontari sani e in
pazienti ipopituitari con severa deficienza di GB5,( 16). In studi sperimentaln vivo, il
trattamento cronico con hexarelin protegge da tafatel miocardio indottoin vivo tramite
legamento delle coronarie (17) e da danno miocardiivuto a ischemia-riperfusione indotto sia in
ratti normali che GH-deficienti o vecchi (18, 19 stata anche riportata l'induzione di
vasocostrizione coronarica in cuore perfuso a segilialte dosi di hexarelin (11). | meccanismi
cellulari e molecolari che mediano questo ampidtepéli attivita cardiache di grelina e dei GHS
non sono stati ancora identificati. | GHS peptidigitetici riconoscono anche siti di legame ad alta
affinita nel cuore e nella linea di cardiomioblafgtali H9c2 le cui proprieta farmacologiche
differiscono da quelle di GHSR-1a (8, 13). D'alparte grelina riconosce siti di legame ad alta
affinita nelle membrane del cuore e 'mRNA di GH&#&e stato rilevato tramite RT-PCR nel cuore
e nell'aorta (16). Nell'insieme questi dati suggmno che nel sistema cardiovascolare possono
essere espressi diversi recettori per i GHS e peling che mediano le diverse attivita

cardiovascolari.



Abbiamo recentemente dimostrato che hexarelin previa morte cellulare indotta da doxorubicina
nelle H9c2 (13) e che sia grelina che grelina datzcinibiscono la morte cellulare di cardiomiociti

e cellule endoteliali indotta da trattamento corxatabicina, da deprivazione di siero o da
attivazione del recettore Fas. Abbiamo inoltre ditreto che sia grelina che grelina deacilata
condividono siti di legame ad alta affinita nell®d2 e che l'attivita di sopravvivenza di grelina &
mediata dall'attivazione di pathway di trasduzioe¢ segnale intracellulare. | dati da noi raccolti
suggeriscono che l'effetto cardioprotettivo sia m@dda un recettore distinto da GHSR-1a che

deve essere ancora identificato.

OBIETTIVI

Dopo aver dimostrato che grelina e grelina deac#aino in grado di promuovere differenziamento
e fusione di C2C12, una linea cellulare di mioblasheletrici, siamo passati allo studio degli gife
differenziativi di questi ormoni su cellule satelfprimarie estratte da muscolo scheletrico di topo
Abbiamo valutato inoltre I'ipotesi che grelina psde avere effetti ipertrofici sul muscolo.

Infine, abbiamo messo a punto un nuovo strumentdopstudio degli effetti di grelina su diversi

tipi cellulari e tessuti costituito da un lentiviresprimente grelina.

MATERIALI E METODI

Estrazione di_cellule satelliti_primarie — Rimossi i muscoli dall’animale, si procede alla

digestione tramite una soluzione di collagenasispasi. La soluzione ottenuta, dopo opportuni
passaggi di centrifugazione per eliminare i detutene piastrata su normali piastre da coltura
cellulare e incubate over night. Durante questaibazione si attaccano alla piastra soltanto i
fibroblasti, mentre le cellule satelliti rimangonel mezzo. Si recupera quindi il terreno contenente
le cellule satelliti e lo si passa in una piastedtata con gelatina in modo che le cellule saitelli

aderiscano.

Differenziamento_muscolare— Una volta in coltura, le satelliti vanno mantentade (max 40%

confluenza) in un terreno ad alto siero (HAM F10&26CS, chicken embrio extract e bFGF)



finché non si decide di farle differenziare. A ciwescopo si sostituisce il terreno di coltura con
DMEM 5% HS per almeno tre giorni. | miotubi che tesformano, a differenza di quelli generati
dalla fusione delle C2C12, si contraggono spontaiesse.
Noi abbiamo paragonato gli effetti del'aggiuntagtelina e grelina deacilata al normale terreno di
coltura con quelli osservabili differenziando I¢edieti in DMEM 5% HS.
Il differenziamento é stato valutato:

» morfologicamente al microscopio a contrasto di;fase

» osservando la positivita a MHC delle cellule inwwegai trattamenti tramite microscopia a

fluorescenza; cio ha permesso di valutare indiaffirenziamento e indice di fusione.

Proliferazione e _ipertrofia — L’analisi della proliferazione delle satellitistata condotta tramite

incorporazione di timidina triziata. Le cellule sostate piastrate in piastre da 6 pozzetti, lascrat
terreno per 48 h per ottenere una condizione derfspnedium” e successivamente trattate con
grelina e grelina deacilata per 24 h usando FCSammntrollo positivo di proliferazione. Alla fine
dei trattamenti le cellule sono state incubate tiomdina triziata per 3 h, lisate e la timidina
incorporata valutata tramite beta-counter. Pertagsdul’ipertrofia, insieme ai trattamenti € stata
somministrata leucina triziata e poi si € procedatm I'aggiunta di timidina come per la
proliferazione. Come controllo positivo di ipertiasi e utilizzata I'angiotensina Il.

Preparazione vettore lentivirale esprimente grelina- L'intero cDNA di grelina murina (da start

codon a stop codon, 354 bp) é stato clonato arpatd cDNA di stomaco di topo (precedentemente
preparato) con inserimento dei siti di restriziggeg Xhol e BamHI utilizzando i seguenti primer:
BamHI-mGHR 5' CCGGATCCCGATGCTGTCTTCAGGCACCAT 3' e GHR-Xhol 5
CCGCTCGAGCGGTTACTTGTCAGCTGGCGCCTC 3' (reazione2®42', 94°C 30 "- 60°C 30" -
72°C 30" (36 cicli), 72°C 7' . Il prodotto di PCR stato fatto correre su gel per verificare le
dimensioni del frammento che € stato quindi estrddt gel. Le digestioni enzimatiche con BamHI e
Xhol sono state effettuate contemporaneamente & P& 2 ore. A seguire corsa su gel ed
estrazione della banda.

Il vettore lentivirale pCCL.sin.PPT.hPGK.GFP.Wpreaitca 8 kb contenente GFP e resistenza
all'ampicillina é stato gentilmente fornito da Liuldgaldini.

Tale vettore e stato digerito a livello del sitoalibnaggio con BamHI e Sall, con corsa su gel
d'agarosio ed estrazione della banda da gel ad pagsaggio. | tagli con Sall e Xhol producono
estremita compatibili.

La reazione di ligasi con T4 ligasi tra vettoragerto é stata condotta a 16 °C over night.



Con il prodotto di ligasi sono stati trasformatittba competenti TOP10 ed e stata effettuata una
Maxi Prep dopo crescita over night in 200 ml dir¢ao LB.
La verifica dell'avvenuta ligasi € stata effettuatadiante i) taglio enzimatico con BamHI ii) RT-

PCR utilizzando i primer con cui era stata clonatgrelina murina.

RISULTATI RAGGIUNTI

Ruolo di_grelina nel differenziamento del muscolo aheletrico — | risultati degli esperimenti

condotti portano a concludere che grelina e gretieacilata hanno un ruolo non tanto nel
differenziamento delle cellule satelliti primariEensi nella loro fusione in miotubi.

Proliferazione e ipertrofia — | risultati ottenuti suggeriscono che grelinasg® indurre

proliferazione ma non ipertrofia nelle cellule #ite Tuttavia, a causa delle difficolta tecniche
dell’'uso di queste cellule, € necessario trovamamle condizioni migliori per assicurare I'asgalu

ripetibilita degli esperimenti.

PROSSIMI ESPERIMENTI

Gli esperimenti nellimmediato futuro saranno aedii all’approfondimento dei pathway
intracellulari coinvolti nella fusione cellularegr particolare riguardo al possibile ruolo di Ile4
NFAT.

Inoltre valuteremo gli effetti dell'infezione dellsatelliti con il vettore lentivirale esprimente

grelina.
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PARTECIPAZIONE A CONGRESSI 2003/2004

Associazione di Biologia Cellulare e del Differenamento

“Meccanismi di trasduzione del segnale in adesioredifferenziamento cellulare”
Roma, 19-21 marzo 2004

Ghrelin and des-acyl ghrelin induce differentiat@rC2C12 myoblasts

N. Filigheddu, M. Cappelli, V. Gnocchi, S. Cutru@, Baldanzi, F. Chianale, A. Graziani

HGF- and v-Src-induced activation of diacylglycetdhaseer are required for epithelial-
mesenchymal transition.
Santina Cutrupi, Federica ChianalBaola Mirabelli, Gianluca Baldanzi, Nicolettaigfileddu,

Viola Gnocchi, Andrea Graziani

Gordon Research Conference

“Myogenesis”

Il Ciocco, Castelvecchio Pascoli, 16-21 maggio4200

Ghrelin and des-acyl ghrelin induce differentiatedrC2C12 myoblasts

N. Filigheddu, M. Cappelli, V. Gnocchi, S. Cutru@, Baldanzi, F. Chianale, A. Graziani



5° Convegno FISV

Riva del Garda, 30 settembre-3 ottobre 2004

Ghrelin and des-acyl ghrelin induce differentiat@rC2C12 myoblasts and satellite cells
N. Filigheddu, V. Gnocchi, S. Cutrupi, G. Baldarzi,Chianale, A. Graziani

Proteomic analysis af-diacylglycerol kinase associated proteins andcéffs
Brignoli G, Baldanzi G, Cutrupi S, Chianale F, ileddu N, Gnocchi V, Sinigaglia F. and

Graziani A.

SIC "XLVI Congresso Nazionale della Cocieta Italiara di Cancerologia®
Pisa 2004

Diacylglycerol kinase-alpha is involved in HGF-irwhal invasion of mammary cells
Santina Cutrupi, Viola Gnocchi, Fortina ElisabetRiantanida Paola, Gianluca Baldanzi,

Federica Chianale, Nicoletta Filigheddu, NicolaiSurAndrea Graziani

Lussemburgo, gennaio 2004

Diacylglycerol kinase-alpha is a potential targetdngiogenesis and metastasis control
Gianluca Baldanzi, Stefania Mitola, Santina Cutyiicoletta Filigheddu, Federica Chianale,
Federica Pontiroli, Federica Maccarini, Wim J valitt&swijk, Fabiola Sinigaglia, Federico

Bussolino, Andrea Graziani

1st italian RNA interference symposium

Milano, 2004

New tools fora—DGK inhibition

G. Baldanzi, S. Mitola, S. Cutrupi, N. Filigheddu,Chianale, V. Gnocchi, A. Graziani.

FEBS Lecture Course on Cellular Signaling & 4th Dulbovnik Signaling Conference

Cavtat (Croatia) 2004

HGF- and v-Src-induced activation of diacylglycetdhaseer are required for epithelial-
mesenchymal transition.

S. Cutrupi, F. ChianaleP. Mirabelli, G. Baldanzi, N. Filigheddu, V. Gratg, A. Graziani.



Workshop Molecular advances in DAG signalling

Madrid (Spain) 2004

Mechanism of activation and role of alpha-diacytglsol kinase in HGF signalling in epithelial
cells.

Cutrupi S, Baldanzi G, Chianale F, Filigheddu NpGehi V and Graziani A

SEMINARI SEGUITI

Prof Magnus Ingelman-Sundberg
PHARMACOGENETICS: A TOOL FOR A MORE EFFICIENT ANDAFE DRUG THERAPY

Rita Clementi
ALTERAZIONI DEL GENE DELLA PERFORINA NELLE PATOLOGE
LINFOPROLIFERATIVE

Dr.ssa Bice Chini
LIPID RAFTS E RECETTORE PER L' OSSITOCINA: MODULA@NE DEL SIGNALLING E
DEL CONTROLLO DELLA PROLIFERAZIONE CELLULARE

Prof. Guido Valesini
TNF, ANTI-TNF ED AUTOIMMUNITA

Dr Antonia Follenzi
ESPRESSIONE EPATO-SPECIFICA DEL FATTORE IX ANTIEMQFCO MEDIANTE
L'USO DI VETTORI LENTIVIRALI

Frédéric RIEUX-LAUCAT
GENETIC BASES OF THE AUTOIMMUNE LYMPHOPROLIFERATIVESYNDROME (ALPS)
SUBTYPES

Prof. Angiolo Benedetti
IL RETICOLO ENDOPLASMATICO: UN LABIRINTO METABOLICO



Dr David Murphy

FUNCTIONAL GENOMICS OF HYPOTHALAMIC HOMEOSTATIC PLATICITY

Dr David Murphy

BIOMEDICAL DISCOVERY USING MICROARRAYS: PRINCIPLES,PROSPECTS AND
PROBLEMS

Prof Emilio Hirsch

LA FOSFATIDIL-INOSITOLO 3-CINASI g REGOLA LA CONTRATILITA" E
L'IPERTROFIA CARDIACA MEDIANTE FUNZIONI DIPENDENTI E INDIPENDENTI
DALLA ATTIVITA’ LIPIDE-CINASICA

Antonio Puccetti
VIRUS E MALATTIE AUTOIMMUNI

Alberto Martini
LE ARTRITI CRONICHE DEL BAMBINO

Prof. Christopher Day
PITFALLS OF GENETIC STUDIES IN LIVER DISEASE

Manlio Ferrarini
MECCANISMI PATOGENETICI DELLA LEUCEMIA LINFATICA CRONICA

Prof. Martin Ronis
ETHANOL METABOLISM AND TOXICITY IN PREGNANCY

Prof. Martin O. Savage
CUSHING'S SYNDROME IN CHILDHOOD

Dr. ssa Luisa Pugliese



ANALISI DI SEQUENZE E STRUTTURE DI PROTEINE SU LARGSCALA: UNA NUOVA
TECNOLOGIA PER INTERPRETARE DATI ORIGINATI DI GENOMA E PROTEOMICA E
OTTIMIZZARE LA SELEZIONE DEGLI OBIETTIVI FARMACOLOGCI

Dr Anne Boullerne

PROLIFERATION OF HUMAN OLIGODENDROCYTE PROGENITORSROM THE ADULT
BRAIN IN LONG-TERM CULTURE and MULTIPLEX ROLE OF NIRIC OXIDE IN
MULTIPLE SCLEROSIS

Prof. Antonio De Flora

TRAFFICO INTRA- ED EXTRA-CELLULARE DI NUCLEOTIDI-SESNALE ATTIVI NELLA
REGOLAZIONE DEL CALCIO CELLULARE

SEMINARIO DI CULTURA BREVETTUALE



