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RIASSUNTO ESTESO

In quasi tutti i mammiferi, il tessuto adiposo bianco (WAT) e quello bruno (BAT) si trovano insieme a formare un
organo a depositi multipli con sede viscerale e sottocutanea. Studi condotti sul modello murino hanno mostrato
che, in condizioni sperimentali come |'esposizione al freddo o il trattamento con sostanze agoniste dei recettori

adrenergici, si assiste ad una trasformazione di fenotipo da WAT a BAT in un fenomeno detto «browning».

Attraverso il confronto del grasso omentale (WAT), prelevato da pazienti affetti da feocromocitoma (condizione
caratterizzata da ipersecrezione di catecolamine e quindi assimilabile ad una condizione sperimentale di forte
stimolazione adrenergica) e da gruppi di controllo, si € cercato di comprendere se il fenomeno del «browning»
potesse essere osservato anche nell'uomo.

In meta dei campioni prelevati dai pazienti affetti da feocromocitoma e stata rilevata la presenza di cellule
multiloculari immunoreattive alla proteina disaccoppiante 1 (UCP1-ir utilizzato come marker del BAT).
L'organizzazione del tessuto ha inoltre evidenziato un forte rimodellamento con un aspetto molto simile al BAT
presente in sede sopraclavicolare (fittamente capillarizzato e innervato da fibre noradrenergiche TH-ir). Un buon
numero di adipociti UCP1-ir mostravano una morfologia pauciloculare, considerabile come marker citologico di
modifica fenotipica da bianco a bruno. Tramite microscopia elettronica, e stato inoltre osservato 'aumento della
densita di mitocondri ed e stata descritta una morfologia di questi organuli paragonabile a quella trovata negli
adipociti bruni classici. Lanalisi di geni tipicamente «brown» (in particolare il PRDM16) ha evidenziato una up-
regolazione di questi in tutti i depositi di grasso omentale dei pazienti affetti da feocromocitoma, anche in quelli
dove non si era osservato un rimodellamento morfologico eclatante. La microscopia elettronica e
I'immunoistochimica per Ki67 non hanno evidenziano un significativo contributo di eventi proliferativi nel
fenomeno descritto.

In virtu di questi dati, € concreta la possibilita che nell’'uomo adulto, sotto stimolazione adrenergica, il WAT
subisca un processo di trasformazione diretta in BAT. Questa evidenza apre la prospettiva di identificare molecole
target per lo sviluppo di farmaci finalizzati al rimodellamento del tessuto adiposo a scopi terapeutici.
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CARATTERISTICHE E DISTRIBUZIONE DEI TESSUTI ADIPOSI

Distribution and Development of Brown Adipocytes

Localization

Morphology

Cell composition

Function

Uncoupling protein

WHITE ADIPOSE
TISSUE

* Subcutaneous

* Intra-abdominal
* Epicardial

* Gonadal

Spherical

» Single lipid droplet

* Few mitochondria

* Flattened peripheral
nucleus

« Little endoplasmic
reticulum

Storing energy

Undetectable

BROWN ADIPOSE
TISSUE

* Interscapular

* Paravertebral

* Perirenal

* Cervical

* Supraclavicular

Elliptical and smaller than
white

» Multiple small lipid
droplets

* Large number of
mitochondria

* Oval central nucleus

« Expending energy and
heat production (non-
shivering thermogenesis)

Positive

BEIGE ADIPOSE
TISSUE

Emerges in white adipose
tissue depots with
appropriate stimuli

Spherical

* Unilocular morphology
but small lipid droplets
after stimulation

* Mitochondria appear after
stimulation

Thermogenic potential

Positive after stimulation

in the Murine and Human Adipose Organ
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Introduzione

PLASTICITA DEL TESSUTO ADIPOSO
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Pax7+/Myf5*
stem cells

Brown
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White Beige
precursor precursor
Cold
Warm
White Active beige Inactive beige
adipocyte adipoctye adipocyte

O Determinazione fenotipica influenzata da vari
geni, fra cui 'espressione di PRDM16 risulta
essere uno dei regolatori principali.




Introduzione

DISTRIBUZIONE DEL TESSUTO ADIPOSO BRUNO NELL'UOMO IN VARIE CONDIZIONI
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Figure 2. BAT activities in humans Top panels, BAT activi-
ties measured by FDG-PET in a normal subject and a subject
exposed to cold (from Ref. 48). Bottom panels, BAT activities
in 2 normal subject and a pheochromocytoma patient with ele-
vated circulating level of catecholamines ( with permission from
Ref. 57).

Before Resection After Resection

Fig. 4 Maximum intensity projection body images of FDG-PET
images before and after mediastinal tumor resection. No apparent
FDG uptake in brown fat was seen after tumor resection with




Materiali e metodi

SOGGETTI
O Dati clinici del gruppo del gruppo di controllo

AgelGender BMI (kg/m?2) Reason for surgery

CTRL-1
CTRL-2
CTRL-3
CTRL-4
CTRL-5
CTRL-6
CTRL-7
CTRL-8
CTRL-9
CTRL-10
CTRL-11
CTRL-12
CTRL-13
CTRL-14
CTRL-15
CTRL-16
CTRL-17
CTRL-18

CTRL-19
CTRL-20

e 10 maschi e 10 femmine;
* Eta compresa fra 32 e 65 (media: 46);

65/M
34/M
45/M
53/F
52/F
55/M
36/M
59/M
58/M
41/M
40/M
38/F
64/F
32/F
51/F
45/F
60/F
47/M

52/F
50/F

24
28
18
25
25
26
29
26
21
22
29
24
23
25
28
28
21

26
27

« BMltra 18 e 29 (media: 25.2);

Cholecystectomy
Cholecystectomy
Cholecystectomy
Cholecystectomy
Cholecystectomy
Cholecystectomy
Cholecystectomy
Cholecystectomy
Cholecystectomy
Cholecystectomy
Cholecystectomy
Cholecystectomy
Cholecystectomy
Cholecystectomy
Cholecystectomy
Cholecystectomy
Cholecystectomy
Cholecystectomy

Cholecystectomy
Cholecystectomy

O Dati clinici del gruppo del gruppo dei pazienti affetti da
feocromocitoma

Agel/Gender BMI (kg/m?) Pathology/Reason for surgery

Pheo-1

Pheo-2

Pheo-3

Pheo-4

Pheo-5

Pheo-6

Pheo-7

Pheo-8

Pheo-9

Pheo-10

Pheo-11

Pheo-12

* 6 maschi e 6 femmine;

33/F

64/F

70/M

38/F

50/M

58/M

38/F

29/F

45/F

64/M

50/M

52/M

25

30.5

26.7

237

23

26

19.5

19

28

25

27

Pheochromocytoma/resection
Pheochromocytoma/resection
Pheochromocytoma/resection
Pheochromocytoma/resection
Pheochromocytoma/resection
Pheochromocytoma/resection
Pheochromocytoma/resection
Pheochromocytoma/resection
Pheochromocytoma/resection
Pheochromocytoma/resection
Pheochromocytoma/resection

Pheochromocytoma/resection

* Eta compresa fra 29 e 70 (media: 49);
« BMltra 19 e 30.5 (media: 24.5);

Sx/5 cm

Sx/4 cm

Dx/5.5 cm

Dx/3 cm

Dx/3.5x4x2 cm

Dx/6.5x6x3 cm

Sx/4 cm

Dx/3x2 cm

Dx/4cm

Sx/5 cm

Sx/3cm

Dx/3x2 cm



Materiali e metodi

ALLESTIMENTO PREPARATI ISTOLOGICI E MICROSCOPIA

e Prelievo chirurgico di grasso omentale dai pazienti;

* Fissazione a 4°C in paraformaldeide 4% in buffer fosfato
0.1M;

* Disidratazione;

* Inclusione in paraffina;

e Taglio e colorazione con ematossilina-eosina;

e QOsservazione al microscopio ottico;

BT e R B BT Vol

Prelievo chirurgico di grasso omentale dai pazienti;
Fissazione in 2% gluteraldeide-2% paraformaldeide in
buffer fosfato 0.1M; post-fissazione in 1% tetrossido di
osmio.

Inclusione nella miscela Epon-Araldite;

Colorazione con blu di toludina;

Taglio all’ultramicrotomo MT-X e colorazione con citrato
di piombo;

Osservazione al microscopio elettronico a trasmissione;



Materiali e metodi

TECNICHE IMMUNOISTOCHIMICHE (IHC)

Immunoistochimica eseguita con Metodo ABC (complesso
avidina-biotina).

& amimrpodiretlommmla complesso ABC costituito > Ant|CO|"p| pnma |"|:
porzione Fe dell anticorpo da avidina legata a mole-
antico ario e coni le di biotin i .
e s [ S ot e ok * Anti-UCP1;
* Anti-TH;

* Anti-Ki67;
* Anti-PRDM16.

» Anticorpi secondari: IgG coniugate con biotina.

I'anticorpo primario
sl lega all'antigene

> Analisi morfometrica delle aree immunoreattive e dei
I"anticorpo- te . .
tonlugatlzuutmlutina p rea d | p ocC |t l.

si lega all'Ab primario

la biotina dell’anticorpo-ponte
sl lega al complesso ABC




Materiali e metodi

REAL TIME PCR (qPCR)

&y

PCH Reagents

U |

Setup \omi

Om

PrimePCR™ Assays PCH Pilastics

qPCR

o workflow

Hun

FCR Analysis Software Real-Time PCR Instruments

Tecnica eseguita su campioni di grasso omentale di 4
pazienti affetti da feocromocitoma e 4 controlli.
Campioni lavati in Dulbecco’s PBS, congelati e
conservati a -80°C.
Estrazione con TRIZOL reagent, purificazione e
digestione con DNasi, prive di RNasi.
Per determinare i livelli di RNA, I’'RNA e stato
retrotrascritto con High-Capacity cDNA RT Kit
contenente RNase Inhibitor; la qPCR e stata replicata 3
volte, usando TagMan Gene Expression Assays.
Protocollo di cicli termici:

1) Incubazione a 95°C per 10 minuti;

2) 40 ciclia 95°C per 15s e a 60°C per 20s.
| livelli di espressione di mRNA sono stati determinati
mediante una curva standard di calibrazione, usando i
livelli di TATA box-Binding Protein (TBP) come controllo
endogeno.



Risultati

BROWNING (UCP1
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ANALISI DELLUINNERVAZIONE E DELLA CAPILLARIZZAZIONE NEI DEPOISITI DI GRASSO
OMENTALE DEI DUE GRUPPI
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ESPRESSIONE DI «BROWN GENES» NEI DEPOSTITI DI GRASSO OMENTALE DEI DUE GRUPPI
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Risultati
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CONCLUSIONI

" | dati ottenuti suggeriscono che nell’'uomo adulto, il tessuto adiposo
bianco omentale soggetto a stimolazione adrenergica mostra una spiccata
plasticita WAT-BAT.

" |n queste condizioni, gli adipociti bianchi sembrano andare verso un
processo di trasformazione diretta in adipociti bruni; I'intero tessuto
mostra un riarrangiamento verso un fenotipo classico da BAT in assenza di
segni visibili di proliferazione cellulare.

* Alcune delle molecole descritte come essenziali nella trasformazione del
WAT in BAT nel modello animale, sono risultate essere coinvolte anche nel
tessuto umano.

" Queste molecole potrebbero aiutare ad individuare target molecolari per
lo sviluppo di farmaci finalizzati al trattamento dell’'obesita e del diabete
di tipo 2 (il BAT aumenta la sensibilita insulinica e 'uptake di glucosio).
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