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INTRODUZIONE 

 

Grelina è un ormone peptidico circolante secreto dallo stomaco che induce il rilascio di ormone 

della crescita tramite legame a GHSR-1a, un recettore accoppiato a proteina G precedentemente 

identificato come il recettore per i GH-secretagoghi (GHS), una classe di molecole sintetiche 

peptidiche e non che stimolano fortemente la secrezione somatotrofica (1, 2). Grelina possiede 

anche altre attività endocrine, tra cui la stimolazione dell'appetito, la regolazione del metabolismo 

lipidico e, seppure in modo minore, la secrezione di altri ormoni ipofisari (3-5). La sua espressione 

e i livelli in circolo vengono aumentati dall'ipoglicemia e dalla somministrazione di leptina e sono 

prontamente inibiti dalla somministrazione di cibo (3, 6). Grelina è un peptide di 28 aminoacidi 

esterificato con acido ottanoico sulla serina 3 (1, 7). L'acilazione è un requisito fondamentale per il 

legame al recettore GHSR-1a e per le attività endocrine di grelina. Infatti la grelina deacilata, che 

nel siero è 50 volte più abbondante della grelina, non lega GHSR-1a e non possiede alcuna attività 

GH-secretagoga (1, 7). 

Sebbene il recettore GHSR-1a sia principalmente espresso nell'unità ipotalamo-ipofisi e in altre aree 

del sistema nervoso centrale, siti di legame per la grelina e per i GHS sono stati trovati in tessuti 

periferici endocrini e non endocrini, quali il sistema cardiovascolare e il muscolo scheletrico, e in 

linee cellulari (8, 9,10-13), fornendo l'ipotesi che l'azione di grelina possa non essere limitata a 

livelli centrali. E’ stato infatti dimostrato che grelina e i GHS peptidici sintetici possiedono varie 

attività cardiovascolari indipendenti dalla loro attività GH-secretagoga (14). Sia grelina che 

hexarelin, un GHS peptidico sintetico, aumentano le performance cardiache in volontari sani e in 

pazienti ipopituitari con severa deficienza di GH (15, 16). In studi sperimentali in vivo, il 

trattamento cronico con hexarelin protegge da infarto del miocardio indotto in vivo tramite 

legamento delle coronarie (17) e da danno miocardico dovuto a ischemia-riperfusione indotto sia in 

ratti normali che GH-deficienti o vecchi (18, 19). E' stata anche riportata l'induzione di 

vasocostrizione coronarica in cuore perfuso a seguito di alte dosi di hexarelin (11). I meccanismi 

cellulari e molecolari che mediano questo ampio spettro di attività cardiache di grelina e dei GHS 

non sono stati ancora identificati. I GHS peptidici sintetici riconoscono anche siti di legame ad alta 

affinità nel cuore e nella linea di cardiomioblasti fetali H9c2 le cui proprietà farmacologiche 

differiscono da quelle di GHSR-1a (8, 13). D'altra parte grelina riconosce siti di legame ad alta 

affinità nelle membrane del cuore e l'mRNA di GHSR-1a è stato rilevato tramite RT-PCR nel cuore 

e nell'aorta (16). Nell'insieme questi dati suggeriscono che nel sistema cardiovascolare possono 

essere espressi diversi recettori per i GHS e per grelina che mediano le diverse attività 

cardiovascolari. 



Abbiamo recentemente dimostrato che hexarelin previene la morte cellulare indotta da doxorubicina 

nelle H9c2 (13) e che sia grelina che grelina deacilata inibiscono la morte cellulare di cardiomiociti 

e cellule endoteliali indotta da trattamento con doxorubicina, da deprivazione di siero o da 

attivazione del recettore Fas. Abbiamo inoltre dimostrato che sia grelina che grelina deacilata 

condividono siti di legame ad alta affinità nelle H9c2 e che l'attività di sopravvivenza di grelina è 

mediata dall'attivazione di pathway di trasduzione del segnale intracellulare. I dati da noi raccolti 

suggeriscono che l'effetto cardioprotettivo sia mediato da un recettore distinto da GHSR-1a che 

deve essere ancora identificato. 

 

 

 

OBIETTIVI  

 

Dopo aver dimostrato che grelina e grelina deacilata sono in grado di promuovere differenziamento 

e fusione di C2C12, una linea cellulare di mioblasti scheletrici, siamo passati allo studio degli effetti 

differenziativi di questi ormoni su cellule satelliti primarie estratte da muscolo scheletrico di topo.  

Abbiamo valutato inoltre l’ipotesi che grelina potesse avere effetti ipertrofici sul muscolo. 

Infine, abbiamo messo a punto un nuovo strumento per lo studio degli effetti di grelina su diversi 

tipi cellulari e tessuti costituito da un lentivirus esprimente grelina. 

 

 

 

MATERIALI E METODI 

 

Estrazione di cellule satelliti primarie –  Rimossi i muscoli dall’animale, si procede alla 

digestione tramite una soluzione di collagenasi e dispasi. La soluzione ottenuta, dopo opportuni 

passaggi di centrifugazione per eliminare i detriti, viene piastrata su normali piastre da coltura 

cellulare e incubate over night. Durante questa incubazione si attaccano alla piastra soltanto i 

fibroblasti, mentre le cellule satelliti rimangono nel mezzo. Si recupera quindi il terreno contenente 

le cellule satelliti e lo si passa in una piastra trattata con gelatina in modo che le cellule satelliti 

aderiscano. 

  

Differenziamento muscolare – Una volta in coltura, le satelliti vanno mantenute rade (max 40% 

confluenza) in un terreno ad alto siero (HAM F10 20% FCS, chicken embrio extract e bFGF)  



finché non si decide di farle differenziare. A questo scopo si sostituisce il terreno di coltura con 

DMEM 5% HS per almeno tre giorni. I miotubi che così si formano, a differenza di quelli generati 

dalla fusione delle C2C12, si contraggono spontaneamente.  

Noi abbiamo paragonato gli effetti dell’aggiunta di grelina e grelina deacilata al normale terreno di 

coltura con quelli osservabili differenziando le satelliti in DMEM 5% HS. 

Il differenziamento è stato valutato: 

� morfologicamente al microscopio a contrasto di fase; 

� osservando la positività a MHC delle cellule in seguito ai trattamenti tramite microscopia a 

fluorescenza; ciò ha permesso di valutare indice di differenziamento e indice di fusione. 

 

Proliferazione e ipertrofia – L’analisi della proliferazione delle satelliti è stata condotta tramite 

incorporazione di timidina triziata. Le cellule sono state piastrate in piastre da 6 pozzetti, lasciate in 

terreno per 48 h per ottenere una condizione di “spent medium” e successivamente trattate con 

grelina e grelina deacilata per 24 h usando FCS come controllo positivo di proliferazione. Alla fine 

dei trattamenti le cellule sono state incubate con timidina triziata per 3 h, lisate e la timidina 

incorporata valutata tramite beta-counter. Per valutare l’ipertrofia, insieme ai trattamenti è stata 

somministrata leucina triziata e poi si è proceduto con l’aggiunta di timidina come per la 

proliferazione. Come controllo positivo di ipertrofia si è utilizzata l’angiotensina II. 

 

Preparazione vettore lentivirale esprimente grelina – L'intero cDNA di grelina 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 BamHI utilizzando i seguenti primer: 

BamHI-mGHR 5' CCGGATCCCGATGCTGTCTTCAGGCACCAT 3' e mGHR-Xho1 5' 

CCGCTCGAGCGGTTACTTGTCAGCTGGCGCCTC 3'  (reazione: 94°C 2', 94°C 30 "- 60°C 30" - 

72°C 30" (36 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. Le digestioni  enzimatiche con BamHI e 

XhoI sono state effettuate contemporaneamente a 37°C per 2 ore. A seguire corsa su gel ed 

estrazione della banda. 

Il vettore lentivirale pCCL.sin.PPT.hPGK.GFP.Wpre di circa 8 kb contenente GFP e resistenza 

all'ampicillina è stato gentilmente fornito da Luigi Naldini. 

Tale vettore è stato digerito a livello del sito di clonaggio con BamHI e SalI, 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 tra vettore e inserto è stata condotta a 16 °C over night. 



Con il prodotto di ligasi sono stati trasformati batteri competenti TOP10 ed è stata effettuata una 

Maxi Prep dopo crescita over night in 200 ml di  terreno LB. 

La verifica dell'avvenuta ligasi è stata effettuata mediante i) taglio enzimatico con BamHI ii) RT-

PCR utilizzando i primer con cui era stata clonata la grelina murina. 

 

 

 

RISULTATI RAGGIUNTI 

 

Ruolo di grelina nel differenziamento del muscolo scheletrico – I risultati degli esperimenti 

condotti portano a concludere che grelina e grelina deacilata hanno un ruolo non tanto nel 

differenziamento delle cellule satelliti primarie, bensì nella loro fusione in miotubi.  

Proliferazione e ipertrofia – I risultati ottenuti suggeriscono che grelina possa indurre 

proliferazione ma non ipertrofia nelle cellule satelliti. Tuttavia, a causa delle difficoltà tecniche 

dell’uso di queste cellule, è necessario trovare ancora le condizioni migliori per assicurare l’assoluta 

ripetibilità degli esperimenti. 

 

 

 

PROSSIMI ESPERIMENTI  

 
 Gli esperimenti nell’immediato futuro saranno dedicati all’approfondimento dei pathway 

intracellulari coinvolti nella fusione cellulare, con particolare riguardo al possibile ruolo di IL-4 e 

NFAT. 

Inoltre valuteremo gli effetti dell’infezione delle satelliti con il vettore lentivirale esprimente 

grelina. 
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