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Introduzione
NAFLD: definizione ed epidemiologia 
La NAFLD (Nonalcoholic fatty liver disease) è la più comune malattia epatica cronica dei paesi occidentali con un incidenza ancora maggiore dell’epatite virale C e del danno epatico causato dall’abuso di alcool. Dal punto di vista istologico, presenta un’ampia casistica, che va dalla semplice steatosi (nonalcoholic fatty liver, NAFL), alla steatoepatite non alcolica (NASH), che, per la presenza di infiltrato infiammatorio e/o di tessuto fibroso, può portare alla cirrosi, all’epatocarcinoma (HCC) e all’insufficienza epatica (1, 2). La NASH è caratterizzata da un quadro istologico del tutto simile al danno epatico indotto da un consumo eccessivo di alcol, ma interessa pazienti che non ne fanno abuso (3). Individui con NAFLD, spesso rimangono asintomatici per decenni. La natura subdola di tale patologia, ha contribuito a sottovalutarne i rischi (4). Tuttavia, la NAFLD è ora riconosciuta come una delle principali cause di aumento cronico degli enzimi epatici e di cirrosi, e dati più recenti suggeriscono che tale patologia sia indipendentemente associata con lo sviluppo di disturbi cardiovascolari (5).
La NAFLD è frequentemente associata a disordini metabolici, come l’obesità, il diabete mellito di tipo II e l’iperlipidemia, i quali, essendo sempre più presenti all’interno della popolazione di molti Paesi, fanno sì che la NAFLD sia divenuta una delle principali cause di danno epatico cronico. La NAFLD colpisce circa il 10-25% della popolazione generale, con un’incidenza, in Italia, di due nuovi casi ogni cento persone all’anno, mentre la NASH circa il 2%, con un aumento significativo in pazienti diabetici e/o obesi (6-8). Queste percentuali sono destinate ad aumentare nei prossimi anni, sia come risultato di un “invecchiamento” della popolazione, sia per la maggiore attenzione nella diagnosi delle malattie croniche epatiche.
Negli ultimi anni, si è andata affermando l’idea che l’insulino-resistenza svolga un ruolo centrale nella patogenesi della NAFLD, che può essere considerata la manifestazione epatica della sindrome metabolica.

La sindrome metabolica è un insieme di fattori di rischio metabolici e cardiovascolari. L’ultima definizione di sindrome metabolica stilata dalla International Diabetes Federation (IDF) include obesità addominale (elevata circonferenza vita ≥ 94cm negli uomini e ≥ 80cm nelle donne), e due o più delle seguenti caratteristiche:
· elevata pressione sanguigna;

· elevata concentrazione plasmatica di glucosio e trigliceridi a digiuno;

· bassa concentrazione di colesterolo HDL (9).
A differenza della sindrome metabolica, la definizione di NAFLD, include unicamente una caratteristica: contenuto lipidico > 5-10% del peso del fegato, in assenza di un eccessivo consumo di alcol o di altre patologie epatiche (10).

La stretta associazione della NAFLD con la sindrome metabolica è stata definitivamente documentata in un vasto studio epidemiologico condotto da Marchesini e coll. (11), su 304 pazienti. 
Sulla base dei dati attualmente disponibili, si può asserire che, anche se la NAFLD è associata con l’insulino-resistenza, non è chiaro se sia una semplice conseguenza della presenza della sindrome metabolica, o se l’insulino-resistenza sia una caratteristica primitiva dei pazienti con NAFLD.
Aspetti anatomopatologici della NAFLD

Dopo le prime descrizioni di Ludwig nel 1980 (3), Matteoni e colleghi (12) evidenziarono nel 1999 come i soggetti che presentavano istologicamente oltre all’accumulo di grasso tipico della steatosi, anche la presenza di degenerazione balloniforme degli epatociti, corpi ialini di Mallory o fibrosi avevano una elevata incidenza di sviluppare cirrosi e morte per scompenso epatico rispetto ai soggetti nei quali era presente solo steatosi e infiammazione lobulare. Pertanto nello stesso periodo Brunt e colleghi (13) introdussero un sistema semiquantitativo di grading e staging basato sulla presenza di alcune tipiche lesioni, sulla loro associazione e severità: steatosi, degenerazione balloniforme, infiammazione lobulare e portale per quanto riguarda il grading; dalla fibrosi pericellulare/perisinusoidale in zona centro lobulare, alla fibrosi portale fino alla cirrosi per quanto riguarda lo staging. I criteri minimi necessari per far diagnosi di NASH sono: la steatosi epatica, la degenerazione balloniforme e l’infiammazione lobulare (Tab. 1).

Dal momento che nessuna modalità di imaging riesce a distinguere tra semplice steatosi e steatoepatite, la biopsia epatica rimane il gold-standard per la diagnosi. L’iniziale deposizione di collagene nella NAFLD o nella NASH ha un pattern diverso rispetto alle altre forme di epatopatia (virali, autoimmuni, colestatiche) in quanto inizia dalla zona centrolobulare come fibrosi perivenulare e/o pericellulare (14). Esiste infatti una eterogenea popolazione di cellule stellate che vengono attivate in varie condizioni di epatopatia rispondendo con la fibrogenesi ad un insulto cronico (15). Allo stadio di cirrosi diventa difficile poter giungere ad una diagnosi eziologica in quanto alcune caratteristiche tipiche quali i corpi ialini di Mallory, i nuclei glicogenati e la distribuzione tipica della fibrosi possono essere difficili da reperire e altre come la steatosi, l’infiammazione lobulare e la degenerazione balloniforme possono essere scomparse a causa del rimodellamento che avviene durante la cirrosi (16).

Nel 2003 il Nonalcholic Steatohepatitis Clinical Research Network (17) sviluppò e validò uno score istologico, valido per l’intero spettro delle malattie incluse nella NAFLD. Viene pertanto proposto uno score di attività (NAS) in base a tre caratteristiche: steatosi (0-3), infiammazione lobulare (0-3), degenerazione balloniforme (0-2). La maggior parte dei soggetti con diagnosi di NASH presentano uno score NAS uguale o superiore a 5, mentre uno score uguale o inferiore a 2 lo esclude con assoluta certezza. La definizione minima per NAFLD istologica risulta definita, arbitrariamente, dalla presenza di una steatosi almeno del 5%.
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Tab. 1 Grading e staging istologici della NASH
Patogenesi della NAFLD
NAFLD ed insulino resistenza epatica
L’insulina è un ormone prodotto dalle cellule β delle isole di Langerhans pancreatiche, e secreto nella circolazione portale in risposta alla concentrazione plasmatica di glucosio. Prima di entrare nella circolazione sistemica, l’insulina è eliminata (circa il 50%) dal fegato, che agisce come un filtro, modulandone la concentrazione. 
L’insulina agisce sul metabolismo dei carboidrati, lipidi, proteine, ioni e acidi nucleici. L’insulino resistenza (IR) è definita come un mancato controllo dell’ormone sul metabolismo del glucosio. La sensibilità all’insulina indica invece, l’abilità dell’insulina di controllare la concentrazione  sanguigna di glucosio, stimolandone la captazione (nei tessuti periferici, soprattutto il muscolo scheletrico) e sopprimendone la produzione (principalmente nel fegato).
Il fegato è il sito principale di azione dell’insulina, in aggiunta al muscolo scheletrico ed al tessuto adiposo (18).

Durante il digiuno, l’insulina inibisce la produzione epatica di glucosio, mentre promuove la glicogeno sintesi postprandiale, mantenendo normale la glicemia. Quando il fegato diviene grasso, l’insulina  diviene incapace di inibire la produzione epatica di glucosio (19). Negli anni ’60, Randle ipotizzò che l’aumentata concentrazione plasmatica di FFA, da una parte stimola la secrezione insulinica e dall’altra, mediante un meccanismo di “competizione del substrato”, inibisce l’utilizzazione del glucosio da parte del muscolo scheletrico, e stimola la gluconeogenesi epatica, aumentando i substrati disponibili, ma non utilizzabili, a causa dell’aumentata secrezione di insulina. Si crea così un circolo vizioso in grado di peggiorare la sensibilità insulinica, detto ciclo di Randle, per cui i tessuti utilizzano gli acidi grassi liberi (Free Fatty Acid, FFA), piuttosto che il glucosio. Una volta che i FFA sono stati captati dal fegato, questi non possono essere catabolizzati, poiché la loro ossidazione viene inibita dalla condizione di lieve iperglicemia, dovuta al ridotto utilizzo del glucosio e iperinsulinemia (ciclo di Randle invertito) (20). L’iperinsulinemia sembrerebbe quindi una conseguenza, piuttosto che la causa della NAFLD.

Diverse ipotesi sono state formulate per spiegare l’IR in soggetti affetti da NAFLD. C’è generale accordo sul fatto che questi individui hanno un’aumentata lipolisi ed alti livelli plasmatici di acidi grassi liberi. La maggiore disponibilità di FFA nel fegato può essere multifattoriale: aumentato rilascio di acidi grassi dagli adipociti, sintesi endogena di FFA nel fegato (de novo lipogenesi, DNL), eccessivo apporto lipidico con la dieta, diminuita esportazione di lipidi dal fegato, sotto forma di very-low-density lipoproteins (VLDL) e ridotta ossidazione degli acidi grassi (21) (Fig. 1).
In soggetti con NAFLD, la dieta contribuisce per circa il 15% all’accumulo lipidico intraepatico. In soggetti soprappeso non-diabetici, una dieta ad alto contenuto lipidico è capace di incrementare del 35% il contenuto di grassi epatici in soli 10 giorni.

Durante la fase post-prandiale, i lipidi sono trasportati dall’intestino nel circolo sanguigno sotto forma di chilomicroni, e conservati nel fegato, dove sono processati ed assemblati con l’apolipoproteina B100 (apo B100) per formare le very low density lipoproteins (VLDL). La capacità del fegato di immagazzinare lipidi è limitata e l’eccesso viene ossidato o rilasciato come VLDL. I meccanismi ossidativi, nei pazienti affetti da NAFLD, pur se up-regolati, sono meno efficienti, a causa di anomalie mitocondriali (22). Inoltre la secrezione di VLDL-trigliceridi (VLDL-TG) è aumentata, tuttavia la capacità del fegato di esportare TG è limitata da un inadeguato tasso di secrezione di apoB100 (23).
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Fig. 1: Ruolo degli acidi grassi nella patogenesi della NAFLD. L’insulina è incapace di sopprimere la lipolisi, con conseguente aumento di FFA nel fegato; la de novo sintesi di acidi grassi è responsabile per circa il 25% dell’aumentato contenuto di lipidi. L’ossidazione di acidi grassi è up-regolata, ma l’incremento della disponibilità intraepatica di acidi grassi eccede la capacità del fegato di ossidarli. Infine, soggetti affetti da NAFLD, presentano un elevato tasso di secrezione di VLDL-trigliceridi (TG), ma un non adeguato tasso di secrezione di apoB100, che di fatto limita la capacità del fegato di esportare TG.
Patogenesi della NASH
Approssimativamente, solo il 10-25% dei pazienti con NAFLD, sviluppano NASH (24-25), in particolare la severità della steatosi è uno degli elementi che più fortemente predicono lo sviluppo della steatoepatite; i fattori responsabili del passaggio da steatosi a steatoepatite sono stati ampiamente investigati, ma tutt’ora rimangono difficili da definire.
Il primo tentativo di spiegare dal punto di vista patofisiologico, la progressione del danno epatico, è stato il modello del “doppio colpo” (two-hits), proposto da Day e James (26), il quale afferma che la deposizione reversibile di trigliceridi (first hit), cioè la steatosi, conduce ad alterazioni metaboliche e molecolari, che rendono il fegato sensibile ad insulti secondari che determinano infiammazione epatocellulare e fibrosi (second hit). Tra questi ricordiamo lo stress ossidativo, disfunzioni mitocondriali, ormoni derivati dal tessuto adiposo (adipocitochine) ed endotossine di provenienza intestinale. E’ importante notare che questi meccanismi non sono mutualmente esclusivi, ma è invece più verosimile che agiscano in maniera coordinata e cooperativa. Ad esempio, l’eccessiva adiposità è associata ad un aumentato rilascio di citochine pro-infiammatorie da parte del tessuto adiposo. Una volta generate, queste molecole possono causare un danno diretto al fegato, o agire indirettamente, aumentando lo stress ossidativo. Un importante aspetto dell’ipotesi del doppio colpo è che la steatosi da sola non causa NASH, ma piuttosto rende sensibile il fegato agli effetti dannosi del secondo colpo, che di per se non sarebbe particolarmente deleterio in un fegato sano, ma che, in un fegato steatotico, conduce alla steatoepatite.
Lo stress ossidativo è ben documentato nella NASH; come dimostrato da Sanyal, l’immunoistochimica per la 3-nitrotirosina, un marker di stress ossidativo, ne rivela un aumento in biopsie epatiche di soggetti con NAFLD, e pazienti con NASH hanno livelli significativamente elevati sia rispetto a controlli sani, sia rispetto a pazienti con NAFLD (22). Le potenziali fonti di specie reattive dell’ossigeno (ROS), sono molteplici. In generale, è corretto pensare che l’eccessivo apporto di FFA al fegato, aumenti l’ossidazione lipidica sia mitocondriale, che perossisomiale, e promuova l’induzione microsomiale dei citocromi CYP4A1 e CYP2E1, con conseguente elevata produzione di ROS (27). Questi ultimi sono in grado di aumentare la perossidazione lipidica, un processo altamente degradativo nei confronti degli acidi grassi poliinsaturi che costituiscono le membrane cellulari. I prodotti della perossidazione lipidica, come la malondialdeide e il 4-idrossi-2-nonenale, sono generalmente stabili e possono diffondere dalla cellula e agire su bersagli lontani dal sito iniziale dell’evento ossidativo (28, 29): sono quindi importanti mediatori del danno cellulare. Queste molecole inoltre sono in grado di esercitare un’azione chemiotattica per i neutrofili (30) e di attivare le cellule stellate epatiche (31), cellule non parenchimali del fegato, che, essendo deputate alla sintesi della matrice extracellulare, ne incrementano la produzione e la deposizione del tessuto fibroso (32). Anche le cellule di Kupffer sono coinvolte nella patogenesi del danno epatico in corso di steatosi, in quanto possono essere stimolate dai radicali liberi dell’ossigeno e dal TNFα(Tumor Necrosis Factor-alpha), la cui espressione è aumentata in corso di stess ossidativo. Una volta stimolate le cellule di Kupffer possono contribuire da un lato ai fenomeni di perossidazione lipidica, producendo loro stesse le specie reattive dell’ossigeno, e attivando così fattori nucleari trascrizionali come l’NF-kB, che regola la produzione delle citochine infiammatorie, tra cui il TNFα stesso, che conducono al danno epatocellulare (33), e dall’altro favorire i processi di morte cellulare inducendo l’apoptosi degli epatociti, mediante la sintesi e secrezione del TNFα. Altre molecole coinvolte nella progressione della NAFLD sono le adipochine (adiponectina, leptina e resistina) e le citochine (interleuchina-6, interleuchina-1β, oltre al già citato TNFα), secrete dagli adipociti o dalle cellule infiammatorie che infiltrano il tessuto adiposo in corso di insulino-resistenza. Il tessuto adiposo viscerale rappresenta la fonte preferenziale di adipochine e citochine in grado di agire sul fegato. Alcune di esse, come l’adiponectina, possiedono proprietà antiinfiammatorie, mentre altre, come il TNFαe la leptina, hanno un’azione opposta. Il danno epatico in corso di NASH, potrebbe essere il risultato di uno squilibrio tra adipochine pro- ed anti-infiammatorie. In effetti, i livelli plasmatici di adiponectina in pazienti NAFLD, sono diminuiti, ed inversamente correlati all’insulino-resistenza epatica, al contenuto di grassi nel fegato (35), al grado di infiammazione (36) ed alla fibrosi (37). Alti livelli plasmatici di TNFα, e bassi di adiponectina, sono stati indicati come fattori predittivi indipendenti di NASH in pazienti NAFLD.
I recettori nucleari nella patogenesi della NAFLD e della NASH

La regolazione del metabolismo dei lipidi richiede dei sensori cellulari in grado di monitorarne la concentrazione e coordinare le cascate enzimatiche che ne regolano la sintesi e l’ossidazione. A questo riguardo, i recettori nucleari sono fattori di trascrizione che fungono da sensori intracellulari, in grado di regolare il metabolismo lipidico e glucidico. A differenza dei recettori extracellulari, che si legano a ligandi proteici (ad esempio fattori di crescita ed insulina) a livello della membrana plasmatica ed attivano cascate citoplasmatiche, i recettori nucleari interagiscono direttamente con ligandi lipofilici e regolano l’espressione dei geni target. I recettori nucleari funzionano come fattori di trascrizione ligando dipendenti, che si legano a specifiche sequenze promotrici del DNA.

I peroxisome-proliferator-activated receptors (PPARs), appartengono alla famiglia dei recettori nucleari, i quali, a seguito del legame con il ligando, vanno incontro a specifici cambiamenti conformazionali, che facilitano il reclutamento di una o più proteine coattrivatrici.
Vari acidi grassi fungono da ligandi endogeni per PPARs, e tre distinti recettori sono stati identificati: PPARα, PPARγ e PPARδ.

PPARα, il quale si lega ad acidi grassi monoinsaturi e poliinsaturi ed agli ecosanoidi, è espresso soprattutto nel fegato, tessuto adiposo bruno e cuore, ed è implicato nella regolazione del metabolismo energetico (38). Infatti, molti geni target di PPARα sono coinvolti nella β-ossidazione degli acidi grassi mitocondriale (ad esempio CPT1A, carnitine palmitoyl transferase-1) e perossisomiale (ad esempio ACOX1, acyl-CoA oxidase) nel trasporto all’interno dei perossisomi e nella ω–ossidazione microsomiale degli acidi grassi insaturi. In sintesi, tale recettore funge da sensore del livello dei lipidi, e, se inefficiente, può portare ad una ridotta ossidazione, con conseguente steatosi (39).
Numerosi studi condotti su modelli animali hanno evidenziato che alterazioni dell’attività di PPARα o dei sistemi di ossidazione da esso regolati conducono ad uno squilibrio dell’omeostasi lipidica epatica ed all’instaurazione di un processo flogistico; in particolare, studi (40, 41), condotti su animali geneticamente mutati per PPARα, hanno dimostrato come la mancata ossidazione degli acidi grassi regolata da PPARα comporti un importante quadro di steatosi epatica ed infiammazione. Inoltre, in ratti normali, con steatosi indotta da una dieta ad alto contenuto lipidico, l’espressione di PPARα è downregolata, presumibilmente mediata dall’aumentato tasso di lipidi circolanti (42). In particolare, in questi animali, la supplementazione di n-3 polyunsaturated fatty acid, ripristina l’espressione epatica di PPARα e dell’adiponectina, e riduce i livelli epatici di TNFα, migliorando il grado di danno epatico. In pazienti con NAFLD, la supplementazione con n-3 polyunsaturated fatty acid, riduce la steatosi epatica e i valori delle transaminasi (43).
PPARγ è espresso soprattutto nel tessuto adiposo, ma è presente anche nelle cellule β pancreatiche, nell’endotelio vascolare e nei macrofagi. La sua espressione è bassa in quei tessuti che esprimono PPARα, come il fegato, il cuore ed il muscolo scheletrico (44). PPARγ è essenziale per la differenziazione dei preadipociti in adipociti, la modulazione dell’infiammazione, così come per l’uptake e l’accumulo degli acidi grassi. Numerosi ligandi possono attivare PPARγ, compresi acidi grassi insaturi, eicosanoidi e componenti ossidati delle LDLs. Inoltre, tale recettore è il target molecolare dei tiazolidinedioni, composti in grado di rendere sensibili le cellule all’insulina, e sono utilizzati per il loro effetto antidiabetico a livello di fegato, tessuto adiposo e muscolo scheletrico. I tiazolidinedioni innanzitutto promuovono la captazione e l’accumulo degli acidi grassi nel tessuto adiposo, attivando geni come aP2 (fatty acid binding protein-4), FATP-1 (fatty acid transport protein-1), CD36 (fatty acid translocase), LPL (lipoprotein lipase), SREBP-1 (sterol regulatory element binding protein isoform-1) e SCD-1 (stearoyl-CoA desaturase isoform-1). Da questo punto di vista, incrementano la massa grassa, con il vantaggio però di proteggere altri tessuti insulino sensibili come il fegato ed il muscolo scheletrico dal pericoloso effetto metabolico di un elevata concentrazione di acidi grassi circolanti. Alla luce di questo, quindi, tali farmaci aumentano la sensibilità insulinica del fegato sopprimendo la produzione endogena di glucosio, e quella del tessuto adiposo, aumentando la captazione dei lipidi (45). Inoltre, nel fegato, i ligandi di PPARγ ripristinano il fenotipo quiescente delle cellule stellate attivate, come dimostrato in studi in vitro e riducono il numero di cellule stellate attivate in modelli murini di fibrosi e NASH (46–48).
Tutti questi effetti potrebbero quindi portare ad una riduzione del grasso epatico e dell’infiammazione tipica della NASH, motivo per cui questa classe di farmaci è stata tenuta in grande considerazione nella terapia della steatoepatite. Un recente studio ha dimostrato una riduzione sia dei lipidi epatici che dell’infiammazione in pazienti diabetici NASH in trattamento con pioglitazone. In aggiunta, tale farmaco riduce i livelli di insulina e di acidi grassi liberi, indicando un miglioramento nell’insulino sensibilità (49), e, dopo 12 mesi di trattamento, in pazienti NASH non diabetici, è in grado di diminuire il grado di fibrosi epatica (50). Per contro, un ulteriore recente lavoro, ha dimostrato una riduzione dell’insulino-resistenza e della steatosi epatica, senza miglioramenti in altri parametri istologici (51).
Studi effettuati su topi semiknock-out per PPARγ (PPARγ+/-) alimentati con methionine- and choline-deficient (MCD) diet per 4 settimane, hanno dimostrato che tale recettore influenza anche il rilascio di adipochine dal tessuto adiposo, sopprimendo TNFα e IL-6, e inducendo l’adiponectina, promotrice di insulino sensibilità e β-ossidazione degli acidi grassi nel fegato (52). Per di più, PPARγ inibisce la lipoperossidazione epatica, con conseguente diminuzione di citochine infiammatorie. Risultato di tutto ciò, è una riduzione della steatosi e dell’infiammazione (Fig. 2).
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Fig. 2: Schematizzazione dell’effetto protettivo di PPARγ nei confronti della steatoepatite. Tale recettore è associati con diversi effetti biologici: 1) deposizione preferenziale dei lipidi nel tessuto adiposo, attraverso l’attivazione di geni che regolano l’accumulo degli acidi grassi e geni lipogenici; 2) mediazione del rilascio di adipochine dall’adipe, sopprimendo TNFα e IL-6, e inducendo l’adiponectina, che promuove l’insulino sensibilità e l’ossidazione degli acidi grassi nel fegato; 3) inibizione della produzione di citochine pro-infiammatorie nel fegato (TNFα e IL-6). (Da Wu CW., Gene Therapy 2010; 17: 790-798)
Glp-1 e Glp-1R

Il miglioramento dell’insulino resistenza viene visto come la chiave di volta per prevenire la progressione della NAFLD. Una molecola che negli ultimi anni è risultata efficace nella terapia del diabete mellito di tipo II e dell’insulino-resistenza, grazie al suo effetto incretinico (potenziare rilascio insulina) è l’ormone peptidico Glp-1, peptide di 30 aminoacidi, prodotto principalmente dalle cellule endocrine L dell’ileo e del colon in risposta all’ingestione di nutrienti, probabilmente per stimoli endocrini e nervosi. L’effetto “incretina” è stato osservato, nell’uomo, in soggetti sottoposti a curva da carico orale di glucosio (OGTT): nei soggetti normali il carico orale di glucosio induce (a parità di valori glicemici) un aumento significativamente maggiore, circa il 50%, della secrezione insulinica rispetto all’infusione endovenosa di glucosio. Ciò vuol dire che, oltre la glicemia, altri fattori rilasciati dall’intestino durante il pasto, stimolano la secrezione di insulina: esattamente ciò che avviene con le incretine.

Il Glp-1 è un prodotto del gene del glucagone, espresso non solo nelle α-cellule del pancreas, ma anche nelle cellule L della mucosa intestinale. In questa sede, il pro-glucagone subisce un diverso processo di clivaggio, per cui da esso non viene prodotto glucagone, come nelle insule, ma due peptidi (il Glp-1 e il Glp-2), che mostrano una sequenza simile al glucagone per il 50% (Fig. 3) (56).
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Fig. 3 Differenze nel processamento post-traslazionale del proglucagone nel pancreas e nell’intestino/cervello. Nelle isole pancreatiche, viene sintetizzata una molecola, the major proglucagon fragment (MPGF), che non contiene sequenze del glucagone, ma che viene sintetizzato in parallelo con esso. Analizzandone la sequenza, risultò evidente che, nei mammiferi, questo frammento del proglucagone contiene due sequenze glucagon-like, denominate peptidi glucagon-like 1 e 2 (rispettivamente GLP-1 e GLP2). Quindi, nel pancreas i due peptidi glucagon-like sono contenuti in un'unica grande molecola, the major proglucagon fragment (MPGF), secreto in parallelo con il glucagone. Nella mucosa intestinale, invece, i due peptidi glucagon-like sono formati e secreti separatamente. (Da Holst JJ. Physiol Rev 2007; 87: 1409–1439)

Il Glp-2 è un fattore di crescita della mucosa intestinale, mentre il Glp-1 agisce in vari modi sul metabolismo glucidico. Le sue funzioni sono molteplici:

· Stimola la biosintesi e la secrezione glucosio-dipendente di insulina da parte delle cellule β delle isole pancreatiche;

· Inibisce la secrezione di glucagone da parte delle cellule α;

· Rallenta lo svuotamento gastrico;

· Induce la neogenesi delle cellule β e ne previene la morte cellulare per apoptosi;

· Ha un effetto di riduzione dell’assunzione di cibo, andando ad agire sui centri nervosi che controllano l’appetito (53, 54) (Fig. 4).
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Fig. 4 Fisiologia del Glp-1, azione del peptide su diversi organi e tessuti (Da Drucker DJ., Nauck MA Lancet 2006; 368: 1696-1705)
Alla luce di queste caratteristiche si rendeva sempre più attraente un suo possibile impiego terapeutico, soprattutto nel diabete di tipo 2 (55).
Le concentrazioni plasmatiche di Glp-1 sono basse durante le fasi di digiuno, ma raggiungono valori di 3-10 volte superiori rispetto al basale entro pochi minuti dall’assunzione del cibo, anche se poi esso subisce una rapida degradazione da parte dell’enzima dipeptidilpeptidasi-4 (DPP-4). Pertanto, il Glp-1 circolante biologicamente attivo rappresenta solo il 10-20% del Glp-1 plasmatico. E’ proprio la sua breve emivita (1-2min), che non permette il diretto utilizzo del Glp-1 come farmaco, dato che, una volta in circolo, viene prontamente degradato ad opera della dipeptidilpeptidasi IV (DPP-IV) (56) (Fig. 5).
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Fig. 5 Via endocrina di azione del Glp-1. La secrezione di Glp-1 nel lume intestinale è stimolata dai nutrienti. Il Glp-1 diffonde attraverso  la lamina basale ed arriva nei capillari, dove viene degradato dalla dipeptidilpeptidasi-4, localizzata nella faccia luminale delle cellule endoteliali, così solo un 25% raggiunge la circolazione portale. Nel fegato, un ulteriore 40-50% è distrutto, così solo il 10-15% entra nella circolazione sistemica e può raggiungere gli organi bersaglio.
Exendina-4 è un peptide naturale di 39 aminoacidi inizialmente identificato come prodotto della saliva e successivamente come ormone secreto in seguito all’assunzione di cibo nell’Heloderma sospectum, un rettile che vive nel deserto dell’Arizona. Exendina-4 è codificato da un gene distinto da quello del Glp-1 umano, con cui mostra però una omologia di sequenza del 52% e una pressoché sovrapponibile affinità di legame per il recettore. La forma sintetica dell’exendina-4, denominata exenatide, rappresenta il composto maggiormente investigato tra tutti gli incretino-mimetici e il solo, al momento, approvato dalla FDA (Food and Drug Administration) e approdato all’impiego clinico in USA. Exenatide ha una struttura identica alla molecola nativa exendina-4, mostra un’affinità di legame per il recettore del Glp-1 identica al Glp-1 umano, viene rapidamente assorbita dopo iniezione sottocutanea e risulta resistente all’azione del DPP-IV. In topi ob/ob, l’exendina-4 è in grado di ridurre la steatosi epatica (57).
Il recettore per il Glp-1 (Glp-1R) è un recettore accoppiato alla proteina G (GPCRs), detto anche recettore con sette domini transmembrana (7TM receptor). Tali recettori sono proteine integrali di membrana, che possiedono un dominio extracellulare N-terminale, seguito da sette domini transmembrana ad α elica, connessi tra di loro da tre loop extracellulari (da EC-1 a EC-3) e tre intracellulari (da IC-1 a IC-3), ed infine il dominio intracellulare carbossiterminale (Fig. 6).
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Fig. 6 Struttura del Glp-1R.
E’ espresso nell’intestino, nello stomaco, nelle cellule pancreatiche α e β, nell’encefalo (58), nei terminali nervosi, nel cuore, nei reni, nel muscolo (59) e nel tessuto adiposo (60); discordanti sono i risultati ottenuti sul fegato, con studi che ne dimostrano la presenza (61, 62) ed altri che la escludono (63, 64). Inoltre, un recente studio, ha mostrato che il Glp-1R è presente in epatociti umani in coltura, e che lo stimolo con exendina-4, riduce l’accumulo di trigliceridi nelle cellule, attraverso la modulazione degli elementi che costituiscono la via di trasduzione del segnale dell’insulina (65).
Widmann et al., dimostrarono che il Glp-1R viene internalizzato a seguito del legame con il suo ligando, e riinviato alla membrana plasmatica, solo diverse ore dopo l’endocitosi. Essi mostrarono, che il recettore, a seguito dell’internalizzazione, si localizza in un compartimento endosomiale come il reticolo endoplasmatico (65, 66).

Nel presente studio, abbiamo dimostrato la presenza del Glp-1R nel fegato umano, e in una linea cellulare di epatocarcinoma (HepG2), e che la sua espressione è ridotta in pazienti con NASH. Partendo da questi risultati, ed utilizzando un modello sperimentale di NASH nei ratti, abbiamo dimostrato che tale recettore è in grado di influenzare, a seguito della stimolazione con exendina-4 in epatociti in coltura, l’espressione dei geni coinvolti nel metabolismo lipidico e glucidico.

Scopo dello studio
La presenza del Glp-1R nel fegato, è stata oggetto di diversi studi, con risultati spesso discordanti tra loro, pertanto il nostro primo obiettivo è stato quello di valutare l’espressione di tale recettore in campioni di fegato di pazienti con NASH e in campioni di fegato normale. Inoltre la presenza del Glp-1R è stata investigata anche nei fegati di ratti trattati con dieta di controllo e ratti alimentati con HFD.

A partire da questi studi preliminari, abbiamo voluto valutare l’effetto dell’exendina-4 su epatociti in coltura, provenienti da fegati NASH, per testare un possibile effetto terapeutico di tale peptide nel trattamento di tale patologia. Sono state quindi valutate le classiche vie di trasduzione del segnale, che in corso di steatoepatite risultano alterate, con l’obiettivo di valutare l’effetto dell’exendina-4 nel signaling intracellulare.
Materiali 

e 

Metodi

Pazienti
Tessuto epatico umano non patologico è stato ottenuto da sei pazienti non obesi, non diabetici e senza patologie epatiche croniche sottoposti a resezione epatica per iperplasia nodulare focale o adenoma epatico. I campioni patologici sono stati ottenuti da diciannove pazienti con un quadro istologico di provata NASH, le cui biopsie erano in eccesso per lo scopo diagnostico. La diagnosi di NAFLD è stata effettuata in accordo con le linee guida dell’ American Gastroenterological Association (67). La diagnosi di NASH e il grado di danno epatico sono stati determinati in accordo con Kleiner (17). Il pancreas umano normale, usato come controllo positivo per determinare l’espressione di Glp-1R, è stato ottenuto durante pancreatectomia per adenocarcinoma pancreatico. Da tutti i pazienti è stato ottenuto il consenso informato.

Animali

Ratti maschi Sprague-Dawley CD (da 100 a 120g di peso ad inizio trattamento) (Charles River, Como, Italia), sono stati trattati con una dieta solida di controllo, in cui il 5% delle calorie era fornito dagli acidi grassi, il 18% dalle proteine e il 77% dai carboidrati (3,3 kcal/g) (Harlan Italia, San Pietro al Natisone, UD, Italia), oppure con una dieta solida ad alto contenuto di grassi, in cui il 58% delle calorie era fornito dagli acidi grassi, il 18% dalle proteine e il 24% dai carboidrati (5.6 kcal/g) (Laboratorio Dottori Piccioni, Gessate, MI, Italia) (68, 42). In un nostro precedente studio, abbiamo dimostrato che questa dieta è in grado di indurre le caratteristiche patologiche della NASH (steatosi perivenulare, danno epatocellulare ed infiammazione lobulare) già dopo 1 e 3 mesi di trattamento, a cui si associa un’aumentata deposizione di matrice dopo 6 mesi. I ratti sono stati sacrificati dopo 1 e 3 mesi di trattamento (n=10 per ogni time point). Al momento del sacrificio venivano prelevati il sangue portale, il fegato e il grasso epididimale, in quanto rappresentativo nei roditori del tessuto adiposo viscerale. Sono stati annotati i pesi dei ratti, dei fegati e del grasso epididimale (69). I lipidi epatici sono stati estratti come precedentemente descritto (70). Tali lipidi, una volta estratti, sono stati risospesi in metanolo ed utilizzati per la valutazione dei livelli di colesterolo e trigliceridi, attraverso kit acquistati dalla Sigma Chemical Co. I livelli plasmatici di insulina e glucosio sono stati dosati attraverso kit commerciali. Il cervello di ratto, usato come controllo positivo per valutare l’espressione del Glp-1R, è stato prelevato al momento del sacrificio. Ogni esperimento è stato eseguito seguendo le linee guida del comitato etico locale.

Reagenti
I reagenti sono stati forniti da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO), salvo diversa indicazione. Per studiare l’attivazione delle principali vie intracellulari di trasduzione del segnale sono stati utilizzati i seguenti anticorpi (Santa Cruz Biotechnology, Inc., CA): anti-diphosphorylated extracellular signal-regulated kinase (ERK) 1/2 (pERK) (1:500 final diluition), anti Ser-473 phosphorylated Akt (pAkt) (1:1000), anti-Thr183/Tyr185 phosphorylated JNK (pJNK) (1:800), anti-Thr172 phosphorylated AMPK (Cell Signaling Technology, Danvers,MA) (pAMPK) (1:1000), anti-Glp-1R (Alpha Diagnostic Intl, San Antonio, TX) (1:2000) e β-actina (1:5000).

Colture cellulari
Gli epatociti sono stati isolati da ratti trattati con dieta grassa per 1 e 3 mesi, e coltivati su piastre da sei pozzetti, trattate con Matrigel (0.5 · 106 cellule per pozzetto), come precedentemente descritto (32). Dopo 4 ore, le cellule sono state lavate con PBS (phosphate-buffered saline) pH 7.4, e incubate overnight con Iscove’s medium contenente 0,5% siero fetale bovino. Il giorno seguente, le cellule sono state incubate per 24h con exendina-4 (acquistata da American Peptide Inc., Sunnyvale, CA) 1, 10 e 100nM (62); da tali cellule è stato poi estratto l’RNA, per poter valutare l’espressione di PPARγ, PPARα, ACOX1, CPT1A. Analogamente, alcune cellule sono state incubate con exendina-4 100nM, da queste sono state estratte le proteine dopo 10’, 30’ e 60’ dallo stimolo, per valutare il grado di fosforilazione di Akt, ERK, AMPK. Parallelamente, delle cellule sono state preincubate per 30 minuti a 37°C con Rp-c-AMP (100 μmol/L, PKA-inhibitor), o wortmannin (100 nM, PI3K-inhibitor), o compound C (20 μM, AMPK-inhibitor), o GW9662 (1 μM, PPARγ-inhibitor , con 2 ore di pretrattamento), o MK886 (10 μM, PPARα-inhibitor, con 2 ore di pretrattamento) seguito da stimolazione con exendina-4 100nM per 24 ore (32, 62, 71-73). Rp-c-AMP e il compound C sono stati aquistati da Calbiochem (Milano, Italia), mentre wortmannin, GW9662 e MK886 dalla Sigma Chemical Co. Da queste cellule sono stati estratti sia l’mRNA (per valutare le variazioni nell’espressione dell’mRNA di PPARγ, PPARα, ACOX1, CPT1A), che le proteine (per valutare le variazioni nel signaling intracellulare).
Le HepG2 (human liver hepatocellular carcinoma cell line) ci sono state gentilmente fornite dal Prof. D. Alvaro (Università “La Sapienza” di Roma, Italia) e coltivate in MEM (Amimed, Basel Switzerland), contenente penicillina/streptomicina (1%), aminoacidi non essenziali (1%), sodio piruvato (1%), L-Glutammina (1%) supplementato con il 10% di siero bovino fetale. 
Lisati cellulari e Western Blotting
Le cellule sono state lisate in lysis buffer (1x PBS; 1% Igepal CA-630; 0,5% sodium deoxycholate; 0,1% SDS; 10 mg/ml PMSF (fenil metil sulfonil fluoride); 30 μl//ml aprotinin; 100 mM sodium orthovanadate), centrifugate a 10.000g per 10 minuti a 4°C ed il sovranatante è stato conservato in più aliquote a – 20 °C (74). Lo stesso lysis buffer è stato utilizzato per estrarre le proteine da tessuto epatico. In questo caso i campioni sono stati omogenizzati, centrifugati ed il sovranatante aliquotato e conservato a -20°C. La concentrazione delle proteine è stata determinata allo spettrofotometro (lunghezza d’onda di 595 nm) con il metodo di Bradford (BioRad Laboratories, Hercules CA, USA).
L’elettroforesi è stata effettuata su gel di poliacrilammide in sodio dodecil solfato (SDS-PAGE). La separazione proteica è stata effettuata in cassette da elettroforesi (Bio Rad, Milano, Italia) alimentate da una corrente che permette la migrazione delle proteine verso l’elettrodo di carica opposta alla propria, che è negativa. I campioni sono stati caricati su gel con percentuale di poliacrilammide del 10% w/v.
Ogni gel è costituito da due componenti. Il primo è il Running Gel, che si trova nella parte sottostante ed è preparato con H2O, acrilammide/bis-acrilammide (Sigma-Aldrich), Tris-HCl pH 8.8, SDS 10% (Fluka BioChemika, Svizzera). Inoltre, vengono aggiunti due catalizzatori della polimerizzazione: ammonio persolfato (APS; Sigma-Aldrich) e TEMED (Amersham Biosciences UK Limited, Bucks, UK).
Il secondo componente, definito Stacking Gel, si trova nella parte superiore ed è su questo gel che vengono caricati i campioni. In particolare, lo Stacking Gel è preparato con H2O, acrilammide/bis-acrilammide, Tris-HCl pH 6.8, SDS 10 %, APS e TEMED.
I campioni, precedentemente colorati con blu di bromofenolo (Sigma-Aldrich Corporation), che consente di seguire la loro migrazione durante la corsa elettroforetica, e denaturati per 5’ a 95°C, sono caricati in ogni pozzetto alla stessa quantità (20-50 μg), insieme ad uno standard dei pesi molecolari.

L’omogenato è stato separato in SDS-PAGE a 300V e 32mAmp, mantenendo costante il voltaggio ed utilizzando un tampone per la corsa elettroforetica a pH 8.3 composto da SDS al 10%, Tris (Sigma-Aldrich) e glicina (Sigma-Aldrich). Nel momento in cui il fronte di corsa ha raggiunto il limite inferiore del gel, la corsa è stata interrotta e le proteine sono state trasferite su una membrana di nitrocellulosa attraverso un iBlot™ Dry Blotting System (Invitrogen, Life Technologies), successivamente, per accertare il corretto trasferimento, la membrana è stata colorata con il colorante Rosso Ponceau, che si lega alle proteine in modo aspecifico.

Dopo il trasferimento, la membrana è stata incubata in un tampone di saturazione composto da 10mM Tris-HCl, (pH 7,6), 150mM NaCl e 0,05% v/v Tween-20 (TBS/T)in 5%w/v di latte scremato (non-fat dry milk) per 60 minuti a temperatura ambiente, per bloccare i siti di legame aspecifici dell’anticorpo. Successivamente, la membrana è stata incubata per tutta la notte a +4°C con gli anticorpi primari diretti contro le proteine d’interesse diluiti in TBS/T con 5% w/v di latte scremato o 5% w/v di albumina di siero bovino (BSA). Il giorno successivo la membrana è stata lavata con TBS/T e nuovamente incubata per 60 minuti a temperatura ambiente con lo specifico anticorpo secondario coniugato con perossidasi (diluizione 1:2000) (Santa Cruz Biotechnology, Inc., CA), diluito in TBS/T con 5% w/v di latte. Al termine del periodo d’incubazione, la membrana è stata sottoposta a lavaggi in TBS/T.

Il legame con l’anticorpo è stato visualizzato dopo incubazione con luminolo (#7003, LumiGlo, Cell Signaling Technology, Inc., Beverly, USA), una soluzione che contiene il substrato per la perossidasi e che reagendo con l’enzima induce una reazione di chemiluminescenza. Infine, le proteine visualizzate sulla membrana di nitrocellulosa sono state impressionate su lastre fotografiche (Kodak) racchiuse in una cassetta radiologica (Amersham Biosciences UK Limited, Bucks, UK) e sviluppate in camera oscura. L’intensità delle bande è stata poi quantificata con il programma densitometrico NIH Image J.

Espressione di Glp-1R nel fegato

L’espressione di Glp-1R m-RNA è stata valutata tramite RT-PCR (Reverse Transcriptase-mediated Polymerase Chain Reaction) sia nelle biopsie umane, che nelle HepG2, che nel tessuto epatico di ratto. L’RNA totale è stato estratto usando TRIzol®, in accordo con le istruzioni della ditta (Invitrogen, Life Technologies). L’integrità dell’RNA estratto è stata confermata tramite corsa su gel d’agarosio all’1%. L’RNA totale è stato convertito in cDNA con i random primers, usando la M-MLV Reverse Transcriptase (Promega).

La PCR è stata eseguita utilizzando la Platinum Taq DNA Polymerase (Invitrogen).
I primers specifici per il Glp-1R, rispettivamente di ratto e umano, sono stati disegnati nel modo seguente: senso 5’-TGTACCTGAGCATAGGCTGG-3’ e antisenso 5’-GCTCCCAGCTCTTCCGAAAC-3’, senso 5’-GAGTGCGAGGAGTCCAAGC-3’ e antisenso 5’-GGTGTCTGAAGCCGAGGAG-3’ (numero di accesso a Gene Bank dell’mRNA di ratto e umano RefSeq: NM_012728 e NM_002062). Il cervello di ratto e le biopsie pancreatiche umane sono state usate come controllo positivo per l’espressione di Glp-1R. Gli amplificati prodotti (453bp e 142bp rispettivamente) sono stati soggetti ad elettroforesi su gel di poliacrilammide al 10%, colorati con bromuro d’etidio e quindi visualizzati al transilluminatore.

La presenza del recettore per il Glp-1 è stata valutata anche negli epatociti isolati dai fegati di ratti trattati con dieta grassa, nelle HepG2 e nelle biopsie epatiche umane, tramite Western-blotting utilizzando uno specifico anticorpo in grado di riconoscere il Glp-1R.
Real-time PCR

L’RNA totale è stato estratto dagli epatociti e dai campioni di fegato usando il reagente TRIzol®, seguendo il protocollo dell’azienda produttrice (Invitrogen, Life Technologies). I filamenti di cDNA sono stati sintetizzati a partire da 1μg di RNA, utilizzando random-primers e la trascrittasi inversa M-MLV (Promega).

I primers per la PCR sono stati disegnati utilizzando il Beacon Designer software versione 2.12, secondo i parametri indicati nel manuale BioRad iCycler, facendo riferimento alle sequenze di mRNA di Gene Bank (tabella n. 2). La specificità dei primers è stata confermata dall’analisi su BLAST. La real time PCR per PPAR( (peroxisome proliferator activated receptor alpha), PPARγ (peroxisome proliferator activated receptor gamma), ACOX1 (acyl-Coenzyme A oxidase 1-palmitoyl), CPT1A (liver carnitine palmitoyltransferase 1A) e GLP-1r è stata eseguita utilizzando il BioRad iCycler iQ Detection System (BioRad Laboratories, Ltd) con il fluoroforo SYBR Green. E’ stato monitorato il cambiamento di fluorescenza ad ogni ciclo e il threshold cycle (CT) sopra il background è stato calcolato per ogni reazione. Una curva di melt  è stata costruita a seguito di ogni corsa per assicurare la specificità del prodotto di reazione. Tutti i campioni sono stati amplificati in duplicato. I controlli negativi (no template cDNA) sono stati corsi in ogni esperimento per valutare la specificità ed evitare potenziali contaminazioni. L’Enolase 1α è stato usato come gene housekeeping per la normalizzazione della reazione. La Gene Expression Macro Genex (BioRad) è stata utilizzata per calcolare i valori di espressione relativa dell’mRNA.
Tab. 2 Lista dei primers utilizzati nella real-time PCR.
	GENE ID
	Primers sequences

	PPARα
	sense: 5’- CTC GGA GGG CTC TGT CAT C - 3’

	
	antisense: 5’- GGG ACT CAT CTG TAC TGG TGG - 3’

	PPARγ
	sense: 5’- CTC ACA ATG CCA TCA GGT TTG - 3’

	
	antisense: 5’- CTC GCA GAT CAG CAG ACT C - 3’

	ACOX1
	sense: 5’- GCA GAC AGC CAG GTT CTT GAT G -3’

	
	antisense: 5’- ACT CGG CAG GTC ATT CAG GTA TG -3’

	CPT1A
	sense: 5’- GCT TTG ACA GGT GGT TTG AC - 3’

	
	antisense: 5’- GGG ATG TTG GGG TTG GT - 3’

	Enolase 1α
	sense: 5’ – TCA AGA TCC ATG CCA GAG AG - 3’

	
	antisense: 5’- GCC TCG TAG ATG CCA GTG – 3’

	rGlp-1R
	sense: 5’ – ACC TGA ACC TGT TTG CGT CC -3’

	
	antisense: 5’- AGC CCA GAG AGT CCT GAT ACG AG 3’

	hGlp-1R
	sense: 5’-GAGTGCGAGGAGTCCAAGC-3’

	
	antisense: 5’-GGTGTCTGAAGCCGAGGAG-3’


Valutazione del signaling intracellulare
L’attività di PKA è stata studiata utilizzando il PepTag Assay Protein Kinase Kit (Promega). Gli effetti dell’exendina-4 (EXE, 100 nM) sull’attività di PKA, ERK, Akt e AMPK sono stati valutati in culture di epatociti isolati da ratti con NASH. Gli epatociti isolati sono stati mantenuti in cultura overnight nell’ Iscove’s medium allo 0,5% di siero fetale bovino e poi incubati con lo stesso medium in presenza o meno di 100 nM di Exenatide per 10’, 30’, 60’. Una volta ottenuti i lisati proteici è stato realizzato il Western blot. Abbiamo anche considerato gli effetti del PKA inhibitor Rp-c-AMP (Rp, 100μM), del PI3K inhibitor wortmannin (W, 100nM) e dell’AMPK inhibitor Compound C (CompC, 20μM) sull’espressione dell’mRNA di PPARα, dei suoi geni downstream ACOX1 e CPT1A, e di PPARγ in epatociti isolati, coltivati overnight nel medium Iscove allo 0,5% di FBS e in seguito stimolati per 24 ore con lo stesso medium in presenza o meno di 100nM di exendina-4, previa incubazione di 30 minuti con i sopraindicati inibitori. Parallelamente, cellule epatocitarie sono state preincubate per 30 minuti a 37°C con Rp-c-AMP o wortmannin. Sono state estratte così le proteine per il Western blotting. L’effetto dell’exendina-4 sulla fosforilazione di JNK è stato osservato in epatociti isolati da ratti con NASH, coltivati overnight nel medium Iscove allo 0,5% di FBS di seguito incubati per 24 ore con lo stesso medium in presenza o meno di exendina-4 100 nM. Simultaneamente, cellule epatocitarie sono state preincubate per 2 ore a 37°C con l’inibitore di PPARγ, GW9662 (20µM) o con l’inibitore di PPARα, MK886 (10µM). Una volta ottenuti i lisati proteici è stato realizzato il Western blot. L’intensità delle bande di almeno 3 esperimenti è stata normalizzata con la β-actina.

Misura del contenuto totale di grasso epatico

La quantità totale di grassi nelle colture cellulari è stata valutata tramite gas cromatografia, come riportato in lavori precedenti (70).
Analisi statistica
I risultati sono stati espressi come media ± deviazione standard di almeno tre esperimenti. I gruppi sono stati comparati tra loro tramite analisi della varianza seguita dal Student-Newman-Keuls test. Un valore p < 0.05 è stato considerato significativo.
Risultati

Espressione di Glp-1R nel fegato umano

Il Glp-1R è stato trovato nelle cellule pancreatiche α e β, nell’intestino, nel muscolo (59), tessuto adiposo (60), nei terminali nervosi, nel cuore e nel cervello (58).

La presenza del Glp-1R nel fegato, è stata oggetto di diversi studi, con risultati spesso discordanti tra loro, dato che alcuni lavori ne dimostrano l’esistenza (61, 62), ed altri invece la escludono (63, 64). Pertanto il nostro primo obiettivo è stato quello di valutare l’espressione di tale recettore in campioni di fegato di pazienti con NASH e in campioni di fegato normale. Attraverso la Reverse Transcriptase-mediated Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) è stato possibile visualizzare su gel di poliacrilammide una banda di 142 bp sia nel pancreas umano (usato come controllo positivo) che nei campioni di fegato umano (Fig.7A). Per dimostrare che la banda osservata fosse dovuta all’espressione del Glp-1R da parte degli epatociti e non di altre popolazioni cellulari epatiche, come ad esempio dei colangiociti, i quali esprimono il Glp-1R (62), abbiamo verificato la presenza di tale recettore anche in una linea di carcinoma epatocellulare umano. Anche in questo caso una singola banda di 142 bp era presente nelle HepG2, così come nel pancreas (Fig.7B).
Quantificata alla real time PCR, l’espressione del Glp-1R risultava ridotta nel fegato di pazienti affetti da NASH rispetto ai fegati normali (Fig. 7C).
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Fig.7 Immagine dimostrativa della presenza di Glp-1R mRNA nel fegato umano. (A) L’espressione di Glp-1R mRNA è stata verificata tramite PCR nel pancreas umano (controllo positivo) e nel fegato umano. 1:pancreas; 2: fegato; 3: no template product; 4: 100bp ladder. (B) L’espressione di Glp-1R mRNA è stata verificata tramite PCR nel pancreas umano (controllo positivo) e nelle HepG2. 1: 100bp ladder; 2: pancreas; 3: no template product; 4: HepG2. (C) La real time PCR per Glp-1R mRNA è stata eseguita su sei fegati umani normali (colonna bianca) e diciannove pazienti con NASH (colonna nera). I risultati sono espressi  come media ± SD della percentuale di incremento rispetto ai controlli. * p < 0.05 vs controlli.
Per confermare che gli epatociti esprimono il GLP-1r a livello proteico, tessuto e lisati cellulari sono stati valutati con il Western blot. Una banda di 53 KDa è stata osservata in lisati di pancreas umano e cervello di ratto, usati come controllo positivo, così come nelle HepG2, mentre non sono state osservate bande dove è stata usata l’albumina sierica come controllo negativo (Fig. 8A). L’espressione delle proteine è stata quantificata nel fegato di pazienti con NASH e in campioni umani normali, mostrando ancora una riduzione significativa in presenza di NASH (Fig. 8B e 8C).
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Fig.8 Immagine dimostrativa della presenza di Glp-1R a livello proteico nel fegato umano. (A) L’espressione del Glp-1R è stata verificata tramite Western blot  nel pancreas umano e nel cervello di ratto (controlli positivi), e nelle HepG2. 1: pancreas umano; 2: albumina sierica umana; 3: HepG2; 4: cervello di ratto. (B) L’espressione del Glp-1R è stata verificata tramite Western blot in campioni di fegato umano di pazienti con NASH ed in campioni di fegato umano di controllo. (C) Analisi densitometrica dell’intensità delle bande in fegati umani normali (colonna bianca) ed in fegati di pazienti con NASH (colonna nera). I dati sono espressi come media ± SD della percentuale di incremento rispetto ai controlli. * p < 0.05 vs controlli.

Cambiamenti metabolici e istologici nel fegato indotti dalla dieta ad alto contenuto lipidico (HFD)

Per indurre la NASH nei ratti, abbiamo trattato gli animali con dieta grassa (High Fat Diet, HFD) o dieta di controllo, come precedentemente descritto (42). I ratti nutriti con HFD consumavano molte più calorie (98.4 ± 9.5 vs 75.3 ± 7.2, p < 0.001 vs controlli) e aumentavano di peso (1 mese: 341.7 ± 18.2 vs 287.3 ± 15.0 e 3 mesi: 467.3 ± 14 vs 397.9 ± 24, p < 0.05 vs controlli) rispetto ai ratti che assumevano la dieta di controllo. L’incremento del peso corporeo era associato alla steatosi epatica (13.3 ± 0.8 e 16.5 ± 2.1 mg di trigliceridi/gr dopo 1 e 3 mesi di HFD vs 3.2 ± 0.3 nei controlli, p < 0.05), all’obesità viscerale con elevato peso del grasso epididimale (1.6 ± 0.4 gr vs 4.5 ± 0.7 e 3.2 ± 0.5 gr vs 7.3 ± 0.8 a 1 e 3 mesi rispettivamente, p < 0.05 vs controlli) e allo sviluppo di insulino resistenza, come dimostrato dai più elevati valori di insulina (0.7 ± 0.07 e 0.7 ± 0.05 μg/l a 1 e 3 mesi rispettivamente vs 0.2 ± 0.03, p < 0.05) e di glucosio (147.1 ± 18.9 e 151.0 ± 15.7 vs 111.8 ± 12.3 mg/dl, p < 0.05) che sono stati dosati nel sangue portale e confrontati con i valori dei ratti trattati con dieta di controllo. Pertanto, la dieta ad alto contenuto di lipidi è capace di indurre accumulo di grasso viscero-epatico e insulino resistenza anche in animali non modificati geneticamente. A livello istologico non sono stati osservati danni epatici nei ratti trattati con la dieta di controllo. Dopo 3 mesi di HFD, invece, la steatosi interessava molti epatociti, era presente diffusamente degenerazione balloniforme e apparivano in tutti i lobuli infiltrati di cellule infiammatorie e necrosi epatocitaria o apoptosi (Fig. 9).

Figura 9: Colorazione istochimica con ematossilina-eosina delle sezioni di fegato di ratto di controllo (A) e di ratto trattato con la dieta ad alto contenuto di grassi (B). Non sono state osservate alterazioni nel fegato dei ratti di controllo, mentre in quello dei ratti trattati con la dieta grassa era evidente una steatosi importante, con gli epatociti circondati da infiltrato infiammatorio (lipogranulomi). 
Gli effetti della HFD sull’espressione genica del Glp-1R, PPARs e sui geni coinvolti nell’ ossidazione lipidica

Per studiare gli effetti della HFD sull’espressione epatica del Glp-1R, fegato intero e epatociti isolati sono stati ottenuti da ratti nutriti con dieta di controllo o con HFD fino a 3 mesi. L’espressione del Glp-1R è stata valutata nel fegato di ratto tramite PCR: una singola banda di 453 bp è stata osservata nel cervello di ratto (usato come controllo positivo) e in tutti i campioni di fegato (Fig. 10A). La Real-Time PCR ha mostrato che la HFD riduce significativamente l’espressione dell’mRNA del Glp-1R già dopo 1 mese di trattamento con HFD confermando l’associazione tra NASH e ridotta espressione di Glp-1R (Fig. 10B). Per confermare che gli epatociti di ratto esprimono il Glp-1R a livello proteico, tessuto e lisati cellulari sono stati studiati con il Western blot. Una singola banda di 53 KDa è stata osservata nel cervello di ratto, così come nel fegato intero e negli epatociti isolati da ratto (Fig. 10C). L’espressione proteica è stata quantificata sia nel fegato dei ratti controllo che in quelli trattati con HFD, mostrando ancora che l’espressione del Glp-1R è ridotta in presenza di NASH (Fig. 10D).
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Fig.10 Immagine dimostrativa della presenza di Glp-1R a livello proteico nel ratto (A) L’espressione di Glp-1R mRNA è stata verificata tramite PCR nel cervello (controllo positivo), fegato in toto ed epatociti isolati. 1: 100bp; 2: cervello di ratto; 3: fegato in toto; 4: epatociti isolati. (B) L’espressione di Glp-1R mRNA è stata verificata tramite real time PCR, confrontando tra loro ratti trattati con dieta di controllo (colonna bianca) e ratti trattati con HFD per 1 e 3 mesi. (C) La presenza del Glp-1R nel fegato di ratto è stata verificata tramite Western blot 1: cervello di ratto; 2: fegato in toto; 3: epatociti isolati. (D) Per quantificare l’espressione proteica del Glp-1R, i lisati provenienti da fegati di ratti trattati con dieta di controllo (colonna bianca) o con HFD (colonne nere) per 1 e 3 mesi sono stati analizzati tramite Western blot e l’intensità delle bande è stata quantificata tramite densitometria. I dati sono espressi come media ± SD della percentuale di incremento rispetto ai controlli. * p < 0.05 vs controlli.
L’HFD riduce significativamente l’espressione di PPARγ nel fegato intero (Fig. 10). Precedentemente avevamo dimostrato che l’HFD riduce l’attività di PPARα, come mostrato dalla ridotta traslocazione nucleare nei campioni di fegato in toto (42).
Analogamente, l’espressione dei geni regolati da PPARα, ACOX1 (un enzima limitante nella (-oxidation degli FFA a livello perossisomiale) e CPT1A (un enzima chiave nella β-ossidazione mitocondriale degli FFA) è ridotta nei ratti trattati con HFD rispetto ai ratti alimentati con dieta di controllo (Fig. 11).
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Fig.11 Effetto della dieta ad alto contenuto lipidico sull’espressione di PPARγ e dei geni downstream di PPARα: ACOX1 e CPT1A. L’RNA totale è stato estratto dal fegato di ratti trattati con dieta di controllo (colonna bianca) o ratti trattati con HFD (colonne nere). I dati sono espressi come media ± SD della percentuale di incremento rispetto ai controlli. * p < 0.05 vs controlli.
Gli effetti dell’exendina-4 sulle modificazioni indotte dalla HFD esercitate su PPARs e sull’ossidazione lipidica  

Abbiamo studiato il ruolo del recettore per il Glp-1 nell’alterazione dei segnali intracellulari e l’espressione genica in epatociti isolati da ratti trattati con HFD. Abbiamo inizialmente valutato l’espressione del Glp-1R nelle cellule parenchimali epatiche (epatociti). Come dimostrato tramite Western blot, la banda di 53 KDa era evidente sia negli epatociti appena isolati da fegati di ratti HFD, sia in quelli mantenuti in coltura per 24 e 48h, indice che tali cellule, messe in coltura, potevano essere in grado di rispondere allo specifico ligando (Fig.12A). Quando gli epatociti venivano isolati da ratti trattati con HFD era evidente un decremento dell’espressione genica di PPARγ (73.4 ± 5.2%, p < 0.05), ACOX1 (62.3 ± 7.1%, p < 0.05) e CPT1A (48.2 ± 4.6%, p < 0.01) rispetto a quella che risultava dagli epatociti estratti da animali nutriti con dieta di controllo, similmente a quello che era stato osservato nel fegato in toto. La real time PCR ha dimostrato che dopo 24 ore di incubazione con exendina-4 alle concentrazioni di 10 e 100nM , si aveva come risultato un’aumentata espressione di PPARγ e di PPARα e il ripristino dei livelli di mRNA  dei geni downstream ACOX1 e CPT1A (Fig. 12B-E). Un simile risultato è stato osservato quando gli epatociti  isolati da ratti di controllo sono stati incubati con exendina-4 (dati non mostrati). Visto che il maggior effetto lo si è osservato con una concentrazione di exendina-4 pari a 100nM, si è scelto tale valore per gli altri esperimenti. Inoltre l’exendina-4 riduceva del 30% la quantità totale di grasso negli epatociti isolati da ratti trattati con HFD (59.2 ± 12.5 vs 41.7 ± 10.6 mg fatty acids/gr dry pellet, p < 0.05).
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Fig.12 (A) Espressione di Glp-1R in epatociti appena isolati e in coltura. (B-E) Effettodell’exendina-4 sull’espressione di PPARγ, PPARα e i suoi geni downstream ACOX1 eCPT1A in epatociti coltivati, provenienti da fegati di ratti NASH. Gli epatociti sono stati coltivati overnight e quindi incubati (colonne nere) o meno (colonna bianca) con exendina-4 (1, 10, 100nM). I dati sono espressi come media ± SD della percentuale di incremento rispetto ai controlli e rappresentano almeno tre diversi esperimenti. * p < 0.05 vs controlli.

Effetti dell’ exendina-4 sul signaling epatico intracellulare
Il Glp-1R, appartiene ai recettori accoppiati alla proteina G, che a seguito del legame con il ligando, induce l’attivazione di PKA attraverso cAMP. In seguito a incubazione con exendina-4, gli epatociti di ratto con NASH presentavano un marcato incremento dell’attivazione di PKA, già a partire da 10 minuti di incubazione (Fig.13A-B). La stimolazione con exendina-4 non induce la fosforilazione di ERK (Fig. 13C-D), mentre aumenta la fosforilazione di Akt e AMPK rispettivamente a partire da 30 e 10 minuti di stimolazione rispettivamente (Fig. 13C e 13E-F).
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Fig.13 Effetto dell’exendina-4 su PKA (A, B), ERK (C, D), Akt (C, E) e AMPK (C, F) in epatociti coltivati, provenienti da fegati di ratti NASH. Gli epatociti sono stati coltivati overnight e quindi incubati (colonne nere) o meno (colonne bianche) con exendina-4 100nM per il periodo di tempo indicato. Sono stati ottenuti i lisati proteici, ed è stato allestito il Western blot. L’intensità delle bande è stata normalizzata rispetto alla β-actina e i dati sono espressi come media ± SD della percentuale di incremento rispetto ai controlli. * p < 0.05 vs controlli.
Quando gli epatociti di fegato con NASH venivano incubati con exendina-4 per 30 minuti in presenza o meno degli specifici inibitori (wortmannin: PI3K-inhibitor, Rp-c-AMP: PKA-inhibitor), la fosforilazione di Akt ritornava ai valori di controllo (Fig 14A-B). La fosforilazione di AMPK non veniva modificata dopo stimolazione con exendina-4, in presenza dei due inibitori sopra specificati, dimostrando che le vie intracellulari di PI3K e AMPK sono attivate indipendentemente dall’agonista del Glp-1R (Fig.14A-C).
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Fig.14 Effetto dell’exendina-4, Rp-c-AMP (100µM, inibitore di PKA) e wortmannin (wort, 100nM, inibitore di PI3K) su pAkt (A, B) e pAMPK (A, C) in epatociti coltivati, provenienti da fegati di ratti NASH. Gli epatociti sono stati coltivati overnight, preincubati con gli inibitori per 30 minuti e quindi incubati (colonne nere) o meno (colonne bianche) con exendina-4 100nM per 24 ore. Sono stati ottenuti i lisati proteici, ed è stato allestito il Western blot. L’intensità delle bande è stata normalizzata rispetto alla β-actina e i dati sono espressi come media ± SD della percentuale di incremento rispetto ai controlli. * p < 0.05 vs controlli.
Abbiamo successivamente valutato gli effetti dell’attivazione di PI3K e AMPK in seguito a stimolo con Exenatide sull’attività e espressione di PPARs. Sia l’inibitore di PKA, Rp-c-AMP, che l’inibitore di PI3K, wortmannin, inducono una ridotta espressione dell’mRNA di PPARγ dopo stimolazione con exendina-4 (Fig. 15A).
[image: image22.png]A PPARy B PPARa
2 * 25
_ . * * *
2 15 2
g
15
CAREIe
< 1
2 05 05
E
0+ 0o+
control EXE EXE+ EXE + W EXE + control Exe Exe Exe Exe+
Rp +W  CompC +Rp  +W CompC
(o] ACOX1 CPT1A
25 * 25 *
3 2 2
5
2
§ 15 15
"; 1 1
Z os I 05 I
E
0+ LK
control Exe Exe Exe Exe
LRp  <W CompC control - Exe ff‘: Exe cix;;c




Fig.15 Effetto  dell’exendina-4, Rp-c-AMP (Rp, 100µM, inibitore di PKA), wortmannin (W, 100nM, inibitore di PI3K) e Compound C (Comp C, 20µM, inibitore di AMPK) sull’espressione di PPARγ (A), PPARα (B) e i suoi geni downstream ACOX1 (C) eCPT1A (D) in epatociti coltivati, provenienti da fegati di ratti NASH. Gli epatociti sono stati coltivati overnight, preincubati con gli inibitori per 30 minuti e quindi incubati (colonne nere) o meno (colonne bianche) con exendina-4 100nM per 24 ore. L’RNA totale è stato estratto e quindi quantificato tramite real-time PCR.
Inoltre entrambi gli inibitori riducono l’espressione genica di ACOX1 e CPT1A, con decremento dell’attività di PPARα senza interessare i suoi livelli di mRNA (Fig. 15 B-D).
In ultimo abbiamo osservato che l’AMPK-inhibitor Compound-C riduce l’espressione genica di ACOX1 e CPT1A e i livelli di mRNA di PPARγ, indicando che le vie intracellulari di PI3K e AMPK sono coinvolte nel segnale indotto dal Glp-1R (Fig. 15A, C-D).
Precedentemente abbiamo osservato un incremento progressivo della fosforilazione di JNK1/2 Thr183/Thr185 su fegato intero a partire dal 1° mese di dieta ad alto contenuto lipidico (HFD) (42). E’ stato osservato che l’attivazione del Glp-1R è in grado di ridurre la fosforilazione di JNK (75) negli epatociti isolati da fegato con NASH. Questi effetti sono mediati da PPARγ, poiché il suo specifico inibitore GW9662 aboliva tale effetto, mentre non si avevano modificazioni utilizzando l’inibitore di PPARα, ossia MK886 (Fig. 16A-B). 
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Fig.16 Effetto dell’exendina-4, dell’inibitore di PPARγ, GW9662 (GW, 20μM) e dell’inibitore di PPARα, MK886 (MK, 10µM) sulla fosforilazione di JNK, in epatociti coltivati, provenienti da fegati di ratti NASH. Gli epatociti sono stati coltivati overnight, preincubati con gli inibitori sopra specificati per 2 ore e quindi incubati (colonne nere) o meno (colonne bianche) con exendina-4 100nM per 24 ore. Sono stati ottenuti i lisati proteici, ed è stato allestito il Western blot. L’intensità delle bande è stata normalizzata rispetto alla β-actina e i dati sono espressi come media ± SD della percentuale di incremento rispetto ai controlli. * p < 0.05 vs controlli.
Discussione

Nel presente lavoro abbiamo voluto studiare l’effetto dell’exendina-4, un analogo sintetico del Glp-1, su epatociti di ratto con NASH. 

Sia la NAFLD, che la NASH, sono caratterizzate da una ridotta ossidazione degli acidi grassi e da insulino resistenza (76, 77) e sono attualmente considerate la manifestazione epatica della sindrome metabolica (78). I meccanismi che portano i trigliceridi ad accumularsi in maniera ectopica nel fegato ed all’insulino resistenza epatica sono complessi e per lo più sconosciuti. Al momento non c’è una terapia per curare la NAFLD/NASH, uno tra gli approci più interessanti è l’uso di agenti in grado di migliorare la glucosio tolleranza e l’insulino sensibilità (79).

Gli analoghi del Glp-1 sono dei nuovi farmaci approvati per il trattamento dell’iperglicemia diabetica. Il Glp-1 è un ormone incretinico secreto dalle cellule L intestinali in risposta al pasto e rapidamente degradato dall’azione della dipeptidyl peptidase-4 (DPP-IV), con un’emivita di circa due minuti. L’azione principale del Glp-1 è quella di potenziare la secrezione di insulina glucosio stimolata da parte delle cellule-β pancreatiche (80, 55). In soggetti affetti da diabete di tipo II, e negli obesi, la concentrazione plasmatica di Glp-1 è ridotta (81-83).
Diversi studi hanno dimostrato che il Glp-1 può modulare il metabolismo glucidico epatico (84-88); inoltre topi ob/ob, trattati con un adenovirus  ricombinante esprimente il Glp-1 hanno una ridotta produzione di glucosio oltre che di enzimi gluconeogenetici e de novo lipogenetici (89).

La presenza del recettore per il Glp-1 nel fegato è tutt’ora dibattuta (61-65); tale recettore è stato trovato con certezza nelle cellule pancreatiche α e β, nell’intestino, nel muscolo (59), tessuto adiposo (60), nei terminali nervosi, nel cuore e nel cervello (58).

Il nostro primo obiettivo è stato, quindi, quello di dimostrare la presenza del Glp-1R in biopsie epatiche di pazienti con NASH e controlli. Come si evince dall’analisi dei risultati ottenuti sia con real-time, che con Western-blot, l’espressione di Glp-1R, risulta diminuita nei pazienti con NASH (Fig.7), in accordo con i dati ottenuti da Ding et al., i quali dimostrarono la presenza del recettore negli epatociti di ratti ob/ob (57).

La nostra ipotesi è che il Glp-1R possa essere implicato nell’insulino-resistenza epatica, e che i suoi attivatori sintetici, come l’exenatide, possano essere utilizzati nella terapia della NAFLD/NASH, ipotesi abbastanza affascinante anche alla luce dei risultati ottenuti da Ding sui ratti, nei quali l’exendina-4 è in grado di migliorare la steatosi (57).

Dato il poco materiale umano, proveniente da biopsie epatiche, non abbiamo potuto utilizzarlo per isolare epatociti e coltivarli. Era necessario un valido modello sperimentale animale, in grado di sviluppare tutte le caratteristiche della NASH, che ci permettesse di ottenere abbastanza materiale biologico da analizzare.

Fino a pochi anni fa, lo studio dei meccanismi patogenetici che dalla steatosi conducono alla steatoepatite era ancora ostacolato dalla mancanza di adeguati modelli sperimentali. La maggior parte dei dati erano stati ottenuti dagli studi effettuati su animali con difetti genetici, tali da aumentare la lipogenesi a livello del fegato, come per esempio i topi ob/ob e i ratti fa/fa, in cui la mancanza del gene per la leptina, ormone prodotto dagli adipociti e regolatore del bilancio energetico (90, 91), induce obesità, insulino-resistenza e steatosi epatica (92). Questi animali sono tuttavia resistenti al danno epatico cronico, in quanto la leptina è dotata anche di azione proinfiammatoria e profibrogenetica, e dato che le cellule stellate epatiche attivate esprimono la leptina, gli animali obesi per il deficit di tale ormone non sviluppano fibrosi (93, 94).
In altri modelli sperimentali i roditori vengono trattati con una dieta impoverita di colina e di metionina, tale da indurre uno stato di carenza nutrizionale, condizione che tuttavia non è riscontrabile nei pazienti con NASH (92).
Recentemente è stata descritta una dieta ipercalorica, ad alto contenuto di grassi, in grado di riprodurre alcune caratteristiche della NASH in ratti non geneticamente modificati  (95). Questo studio tuttavia prevedeva l’utilizzo di una dieta allo stato liquido, quindi poco pratica ai fini preparativi, ed era stato condotto per un breve periodo di trattamento, senza prendere in esame l’insulino-resistenza e le possibili interazioni tra il fegato e il tessuto adiposo, in quanto responsabile anche questo del mantenimento dell’equilibrio energetico (96).

Nel presente studio, abbiamo utilizzato una dieta solida ad alto contenuto di grassi e commercialmente disponibile (68), già precedentemente utilizzata dal nostro gruppo di studio (42). In questo lavoro del 2006, abbiamo dimostrato che in animali non geneticamente modificati l’obesità viscerale, contraddistinta dall’aumento del peso corporeo e del volume del grasso epididimale, si associava allo sviluppo dell’insulino-resistenza, come risultava dall’aumento dei livelli di glucosio e dell’insulina nel sangue, alla ridotta espressione epatica di PPARα, alle alterazioni della trasmissione del segnale dell’insulina, e alla steatosi epatica, e che tutte queste modificazioni rendevano il fegato steatotico più suscettibile allo stress ossidativo, al danno necroinfiammatorio, alla apoptosi cellulare e alla deposizione di collagene.

Il nostro modello sperimentale ha riprodotto quindi la maggior parte delle caratteristiche patogenetiche e istologiche che vengono finora considerate le principali responsabili della progressione dalla NAFLD alla NASH nell’uomo.

Nel presente studio, avvalendoci del suddetto modello sperimentale, abbiamo focalizzato la nostra attenzione nei confronti del Glp-1R. L’espressione di tale recettore è significativamente ridotta nei ratti HFD, già dopo un mese di trattamento, analogamente a quanto osservato nel fegato di pazienti con NASH. In base alle nostre conoscenze, questo è il primo studio che valuta, in un modello animale di NASH, l’effetto di un analogo del Glp-1 sulla biologia degli epatociti e del fegato.

Una delle principali cause di NASH è il maggior afflusso di acidi grassi liberi al fegato (sia provenienti da lipolisi periferica e viscerale, sia da una dieta ad alto contenuto lipidico) (97, 98). L’eccessivo apporto di FFAs agli organi non ne stimola l’ossidazione, favorendo invece la deposizione di lipidi non solo nel tessuto adiposo, ma anche, come grasso ectopico, nel fegato, cuore e muscolo, promuovendo lipotossicità ed insulino-resistenza (97, 57). Diversi meccanismi cellulari sono coinvolti in questo processo. Precedentemente abbiamo mostrato che una dieta ad elevato contenuto lipidico, riduce significativamente l’espressione epatica di PPARα (42), e questo è confermato anche nel presente studio, dove abbiamo osservato una ridotta espressione dei suoi geni bersaglio ACOX1 (un enzima limitante nella (-oxidation degli FFA a livello perossisomiale) e CPT1A (un enzima chiave nella β-ossidazione mitocondriale degli FFA). Analogamente, l’HFD riduce significativamente anche l’espressione di PPARγ ed aumenta la fosforilazione di JNK, che è in grado di indurre insulino resistenza attraverso la fosforilazione di IRS1 a livello della Serina 307. Tutte queste alterazioni, sono annullate a seguito dell’incubazione degli epatociti NASH con exendina-4. In questo caso, l’analogo del Glp-1, incrementa l’espressione di PPARγ, che esercita un’azione insulino-sensibilizzante riducendo la fosforilazione  di JNK (Fig. 15, 16).

Dal momento che PPARα agisce sull’ossidazione degli acidi grassi e PPARγ regola l’omeostasi lipidica e l’insulino sensibilità (99), abbiamo ipotizzato che l’exendina-4 sia in grado di riequilibrare il metabolismo epatico degli acidi grassi. Questa ipotesi è confermata nel nostro studio dall’osservazione che il tasso totale di acidi grassi  negli epatociti isolati da ratti NASH è ridotto del 30%, a seguito di stimolazione con exendina-4. Inoltre, in accordo con i nostri dati, il rosiglitazone (un ligando di PPARγ) inibisce l’attivazione TNFα indotta di JNK negli adipociti, ed aumenta l’insulino sensibilità (100).

I recettori accoppiati alla proteina G, come il Glp-1R, agiscono attraverso l’attivazione di PKA (62). Tale molecola attivata, rappresenta il punto centrale nella trasduzione del segnale di diverse vie di intracellulari. Diverse chinasi sono state implicate nei meccanismi che portano ad accumulare lipidi nel fegato in corso di insulino resistenza (38, 101). Negli epatociti isolati da ratti NASH, l’exendina-4 aumenta la fosforilazione di Akt e di AMPK, senza influenzare la fosforilazione di ERK (Fig. 13). Utilizzando specifici inibitori, i nostri risultati indicano che sono indipendentemente attivate sia la via di PI3K, che quella di AMPK (Fig. 14), infatti, a seguito dell’incubazione degli epatociti con exendina-4, per 30’, la fosforilazione di Akt ritorna ai valori basali, dopo pretrattamento con gli inibitori di PKA (Rp-c-AMP) o di PI3K (wortmannin), mentre nessun effetto è stato osservato nella fosforilazione di AMPK. Inoltre la loro attivazione è necessaria per transdurre il segnale dell’exendina-4 fino ai PPARs, negli epatociti affetti da NASH (Fig. 15),. In accordo con i nostri dati, Gupta et al., recentemente hanno dimostrato, grazie a studi in vitro, l’internalizzazione del Glp-1R in linee cellulari epatocitarie. A seguito di questo, l’exendina attiva PDK1 da cui il segnale diverge per fosforilare Akt e PKC-ζ, andando ad influenzare la sintesi di GLUT2 e diminuendo quella di glicogeno e di acidi grassi (65). Considerando quest’ultimo lavoro, e i nostri dati, grazie all’utilizzo di due diversi approcci sperimentali, risulta chiaro che l’exendina-4 è in grado di indurre diversi segnali intracellulari che “correggono” le vie metaboliche alterate in corso di NAFLD/NASH.
In sintesi, i nostri esperimenti indicano che il Glp-1R è espresso nel fegato umano, e che la sua espressione è diminuita in pazienti con NASH. In epatociti isolati da ratti NASH, il signaling coinvolto nella stimolazione dell’ossidazione epatica degli acidi grassi e nell’insulino sensibilità è deregolato, e l’attivazione del recettore del Glp-1 con exendina-4,  ripristina questi difetti. Grazie all’attivazione di specifiche chinasi intracellulari, come PI3K ed AMPK, l’exendina determina: 1) aumentata attività di PPARα, che induce la trascrizione di ACOX1 e CPT1A (entrambi coinvolti nella β-ossidazione degli acidi grassi) e riduce il tasso totale di acidi grassi negli epatociti; 2) aumentata espressione di PPARγ, che esercita la sua azione insulino-sensibilzzante riducendo la fosforilazione di JNK alla serina 307. Quindi, i nostri dati indicano che gli analoghi del Glp-1, attualmente utilizzati nel trattamento del diabete di tipo 2, sono un promettente approcio per migliorare l’insulino resistenza epatica e la β-ossidazione, anche in pazienti affetti da NAFLD/NASH.
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Fig. 17: Meccanismo proposto di trasduzione del segnale, indotto dal legame del Glp-1R con lo specifico ligando (Glp1/exendina-4), negli epatociti. Le vie intracellulari di PI3K e AMPK sono attivate indipendentemente dal Glp1 o dal suo analogo, e comportano un aumentata attività di PPARα, che induce la trascrizione dei geni downstream ACOX1 e CPT1A e un aumentata espressione di PPARγ, che esercita la sua azione insulino-sensibilzzante riducendo la fosforilazione di JNK alla serina 307.
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