Recettore cannabinoide 2 come bersaglio
antiobesita: infiammazione, accumulo di

grasso e modulazione di brunitura

Astratto

Contesto:

L'obesita € associata a uno stato infiammatorio di basso grado e
iperplasia / ipertrofia degli adipociti (ADP). L'obesita inibisce la
"doratura" del tessuto adiposo bianco. Gli agonisti del recettore
cannabinoide 2 (CB2) riducono Il'assunzione di cibo e inducono l'effetto
antiobesita nei topi. Una variante CB2 missenso comune, Q63R, causa
la funzione ridotta di CB2.

Obbiettivo:

Valutare l'influenza del recettore CB2 sulla modulazione dell'obesita
infantile e dell'attivita e della morfologia dell'ADP.

Design:

La variante CB2-Q63R ¢ stata analizzata in bambini obesi italiani. Gli
effetti di uno stimolo inflammatorio e quelli dei farmaci che agiscono
selettivamente su CB2 sono stati studiati su ADP in vitro ottenuti da
cellule staminali mesenchimali di donatori adulti sani o da biopsie
adipose sc di soggetti adulti non obesi e obesi.

Ambientazione:

Dipartimento di Donna, Bambino e Chirurgia Generale e Specialista
della Seconda Universita di Napoli.

Pazienti o altri partecipanti:

Un totale di 501 bambini italiani obesi (eta 11 = 2,75). Dodici donatori
sani di midollo osseo (eta 36,5 + 15); e 17 soggetti, 7 magra (eta 42 +
10) e 10 obesi (eta 37,8 + 12) sono stati sottoposti a biopsie del tessuto
adiposo sc.

Principali misure di esito:

Effetti della stimolazione CB2 su adipochina, perilipina e
disaccoppiamento dell'espressione di protein-1.

risultati:

La variante CB2-R63 meno funzionale era significativamente associata
ad un alto indice di massa corporea con punteggio z. Il blocco CB2 con
agonista AM630 ha aumentato il rilascio di adipochine infammatorie e
I'accumulo di grasso e la riduzione della doratura. La stimolazione CB2



con agonista JWH-133 ha invertito tutti gli effetti correlati all'obesita.
Conclusione:

Il recettore CB2 € un nuovo bersaglio farmacologico che dovrebbe
essere considerato per l'obesita.

Astratto

Le colture di adipociti ottenute da biopsie adipose di soggetti non obesi
e obesi e trattate con farmaci che agiscono sul recettore CB2 hanno
rivelato che la stimolazione CB2 inibisce l'inflammazione e il deposito di
grasso e induce la doratura.

Sezione problema:

Articoli originali

L'obesita e associata a uno stato infiammatorio di basso grado nel
tessuto adiposo bianco (WAT) e con aumenti eccessivi nella dimensione
e nel numero degli adipociti bianchi (ADP) ( 1).

Gli ADP secernono un certo numero di molecole bioattive, adipochine e
mantengono l'equilibrio energetico immagazzinando triacilgliceroli in
gocce lipidiche citoplasmatiche (LD) sotto sovraccarico di energia e
mobilizzandole durante la deprivazione di energia ( 2 ).

L'obesita disregola entrambi questi processi. L'aumento del rilascio di
adipochine proinfiammatorie attira i macrofagi WAT e altre cellule
immunitarie, che aumentano lo stato inflammatorio ( 3, 4 ). Lo sviluppo
di LD nella caratteristica morfologia uniloculare, promossa da specifiche
proteine associate a LD, tra cui la perilipina-1 svolge un ruolo cruciale
(5, 6), porta all'ipertrofia e iperplasia di ADP (7, 8).

Il tessuto adiposo comprende anche tessuto marrone "termogenico". Gl
ADP bruni producono una grande quantita di calore attraverso
I'attivazione della proteina di disaccoppiamento (UCP) -1. L'espressione
di UCP-1 pu0 anche essere indotta negli ADP del WAT, denominati ADP
beige. Infatti, gli ADP beige possono agire come semplice accumulo di
energia o attivare un programma termogenico in risposta a diversi
stimoli che reclutano UCP-1 ( 9 ). L'obesita diminuisce il numero di
cellule ADP beige ( 10).

Il sistema endocannabinoide (EC), che comprende 2 recettori
metabotropici, il recettore 1 dei cannabinoidi (CB1) e CB2, i loro ligandi
endogeni e gli enzimi per la sintesi e il metabolismo della CE ( 11),
svolge un ruolo cruciale nella regolazione del metabolismo energetico
(12-14). L'ablazione genetica di CB1 si traduce in un ridotto peso
corporeo nei topi ( 15). Il blocco selettivo di CB1 diminuisce
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I'assunzione di cibo e il peso corporeo nell'uomo (16 - 19).

E stato anche rivelato un ruolo del recettore CB2. Una variante CB2
comune, Q63R, che causa una ridotta funzione di CB2, é stata
associata a disturbi alimentari nell'uvomo ( 20 ). Gli agonisti CB2
riducono I'assunzione di cibo nei topi magri ( 20 ) e migliorano sia il peso
corporeo che l'infammazione associata all'obesita nei topi obesi indotti
dalla dieta ( 21 ). Inoltre, I'ablazione genetica CB2 determina l'adiposita (
22).

Per valutare le influenze del recettore CB2 sulla modulazione
dell'obesita infantile abbiamo analizzato la variante CB2-Q63R in una
coorte di 501 bambini e adolescenti italiani obesi. Per valutare I'attivita e
la morfologia dell’ADP abbiamo effettuato studi molecolari, biochimici e
morfologici su ADP in vitro, differenziati da cellule staminali
mesenchimali (MSC) di donatori adulti sani o derivati da tessuto adiposo
sc di soggetti adulti obesi e nonob, trattati con I'agonista CB2 JWH-133
o con l'agonista inverso AM630.

Materiali e metodi
Dichiarazione etica

Tutte le procedure eseguite in questo studio erano conformi alla
Dichiarazione di principi di Helsinki, alla legislazione nazionale italiana e
al comitato etico della Seconda Universita di Napoli, che ha
formalmente approvato lo studio. Il consenso informato scritto e stato
ottenuto dai genitori e il consenso e stato acquisito dai bambini prima
che fossero eseguite le procedure.

pazienti

Sono stati arruolati un totale di 501 bambini e adolescenti caucasici
obesi riferiti al Dipartimento di Donne, Bambini e Chirurgia Generale e
Specializzata della Seconda Universita di Napoli da gennaio 2010 ad
agosto 2014.

L'esame fisico di ciascun paziente includeva valutazioni di peso
corporeo, altezza, indice di massa corporea (BMI) z-score ( 23 ),
circonferenza della vita, pressione arteriosa sistolica / diastolica e stadio
puberale ( 24 ), come descritto in precedenza ( 25 ).

| pazienti venivano definiti obesi se il BMI superava il 95 ° percentile per
eta e sesso, secondo le classifiche italiane ( 26 ). Trigliceridi, colesterolo
lipoproteico ad alta densita, insulina e livelli di glicemia sono stati
misurati come descritto in precedenza ( 27 , 28 ). La resistenza



all'insulina e stata valutata utilizzando la valutazione del modello
omeostatico, con un valore soglia di 3 ( 29 ).

Soggetti per colture cellulari

Le MSC differenziate in ADP sono state isolate dalle cellule residue di
12 soggetti sani (8 maschi, 4 femmine, eta media 36,5 + 16 anni) che
hanno donato il midollo osseo per il trapianto all'ospedale pediatrico
Bambino Gesu.

Le biopsie del tessuto adiposo sottocutaneo sono state raccolte da
magra (n = 7, 4 maschi, 3 femmine, eta media 42 = 10 anni, BMI <25) e
soggetti obesi (n = 10; 4 maschi, 6 femmine; eta media 37,8 + 12 y;
BMI> 30), sottoposti a chirurgia per ernia ombelicale o inguinale presso
il Dipartimento di Chirurgia Generale dell'Universita di Napoli.

Analisi genetica

I DNA genomico e stato estratto da cellule di sangue intero periferico
utilizzando un kit di estrazione del DNA (Promega). Il rilevamento del
polimorfismo CNR2 rs35761398, sottostante la sostituzione CB2-Q63R,
e stato eseguito utilizzando un saggio TagMan (Real Master Mix Probe,
5 PRIME) come descritto in precedenza ( 30 ).

Colture ADP umane derivate da MSC

Le MSC sono state ottenute da cellule mononucleate isolate da aspirati
di midollo osseo come precedentemente descritto ( 31 ). Le MSC sono
state raccolte fino a raggiungere il passaggio 2-3, suddivise dopo aver
raggiunto piu o uguale all'80% di confluenza per ciascun passaggio
utilizzando tripsina (Euroclone) e sostituite per espansione. Al passaggio
(P) 2-3, le MSC sono state differenziate in ADP. In breve, per indurre
differenziazione adipogenica, le cellule sono state coltivate a una
densita di 8000 / cm 2 in a-MEM (Lonza) integrata con siero fetale
bovino al 10%, desametasone 10 -7 M, acido ascorbico 50-pg / mL, 100-
Mg / mL insulina, (50uM) 3-isobutil-1-metilxantina, (0,5 mM)
indometacina e (5 mM) B-glicerofosfato (Sigma), e quindi placcato in
piastre di coltura cellulare a 12 pozzetti (Corning Costar; Celbio) per
molecolare esperimenti biologici e in piastre Multiwell per colture
cellulari a 24/96 pozzetti (Corning Costar; Celbio) per le altre procedure.
Le culture furono mantenute per 14 giorni prima di qualsiasi trattamento.

Colture ADP umane sottocutanee derivate
da tessuto adiposo



| tessuti adiposi sottocutanei sono stati raccolti in paraformaldeide al
10% in provette di propilene, frammentati meccanicamente e digeriti con
collagenasi di tipo Il (1 mg / ml, 37 ° C, 1 ora; Sigma-Aldrich). Filtrazione
(filtro da 50 a 70 um, FALCON) e stata eseguita dopo la digestione per
separare gli ADP maturi dalla frazione vascolare stromale. La frazione
filtrata, inclusa pre-ADPs, € stata centrifugata (1200 rpm, 10 min) e il
pellet, risospeso in a-MEM, placcato in un Multiwellplate di coltura
cellulare da 12/24 pozzetti (Corning Costar; Celbio) per l'isolamento di
MRNA e proteine o in vetrini a 8 camere (BD Falcon, Becton, Dickinson
& Co) per analisi morfologiche. Le cellule sono state coltivate (37 ° C,
5% di CO 2, mezzo sostituito ogni 3 d) per circa 14 giorni per consentire
la piena differenziazione adipogenica prima di qualsiasi trattamento.

Colorazione Oil Red O

Le cellule indotte da adipogenesi sono state colorate per vacuoli grassi
mediante colorazione Oil Red O (Sigma-Aldrich). Il mezzo é stato
rimosso da ciascun pozzetto e le cellule sono state risciacquate in PBS
e fissate in formalina al 10% (Sigma-Aldrich) per 1 ora a temperatura
ambiente (RT). Le cellule sono state quindi lavate con PBS e incubate
prima con il 60% di isopropanolo (Carlo Erba Reagents) per 5 minuti a
temperatura ambiente e poi con 60 ° C preriscaldata Oil Red O
soluzione di lavoro per 10 minuti a temperatura ambiente. Dopo il
lavaggio con acqua per rimuovere il colorante non legato, i LD in cellule
differenziate sono stati visualizzati usando un microscopio ottico (Nikon
Eclipse TS100; Nikon Instruments).

analisi di mRNA

L'mRNA totale é stato estratto usando RNA Tri-Reagent (Molecular
Research Center, Inc) e invertire la trascrizione utilizzando un kit di
trascrizione inversa con cDNA ad alta capacita RT (Applied
Biosystems).

Per quantificare i livelli di espressione dei componenti del sistema EC,
adipochine e UCP-1, sono state eseguite PCR quantitative. Reazioni di
amplificazione specifiche per CB1 ( CNR1 , GenelD1268), CB2

( CNR2 , GenelD1269), monoacilglicerolo-lipasi ( MAGL ,
GenelD11343), diacilglicerolo-lipasi-a ( DAGL a, GenelD747), n-
acilfosfatidiletanolammina fosfolipasi D ( NAPE-PLD , GenelD222236 ),
acido grasso ammide idrolasi ( FAAH , GenelD2166), perossisoma
proliferatore-attivato recettore-y ( PPAR y, GenelD5468), leptina ( LEP,
GenelD3952), adiponectina ( ADPN , GenelD9370), IL-6 ( IL-6,



GenelD3569) , IL-4 ( IL-4 , GenelD3565), TNF ( TNF a, GenelD7124) e
UCP-1 ( UCP-1, GenelD7350) sono stati eseguiti. | loro livelli di
espressione sono stati confrontati con quelli del gene del governo della
casa 18S (GenelD100008588) o B-actina (GenelD60). | test sono stati
esequiti in triplice copia. | primer, selezionati utilizzando il software
Primer3, e le condizioni PCR sono disponibili su richiesta. Il profilo di
espressione genica e stato eseguito utilizzando il metodo della soglia
del ciclo comparativo di quantificazione relativa del gene di governo
della casa.

Macchia occidentale

| lisati totali sono stati ottenuti mediante lisi tampone del dosaggio
radioimmunoprecipitazione e analizzati per I'espressione di IL-6,
perilipina e UCP-1 mediante immunoblotting. Cinquanta microgrammi di
proteine denaturate sono stati caricati su un gel di poliacrilammide al
10% e trasferiti su una membrana di difluoruro di polivinilidene
(Millipore). Le strisce di membrana sono state alternativamente incubate
per una notte a 4 ° C con i seguenti anticorpi coniugati con perossidasi
di rafano: coniglio policlonale anti-IL-6 (1: 1000, ab6672; Abcam),
coniglio antiperilipina policlonale A (1: 500, ab3526; Abcam), e anti-
UCP-1 (1: 500, orb13739; Biorbyt) e poi con un anticorpo secondario
antirabito di capra (1: 2000, AP307P; Merck Millipore, Life Science-
Merck KGaA) per 1 ora e le bande reattive sono state visualizzate su
pellicola a raggi X (Fuji Corp). Le immagini sono state acquisite,
memorizzate e analizzate con il software Quantity One (Bio-Rad). Un
leggero stripping € stato eseguito a 60 ° C per 10 minuti se la stessa
membrana e stata utilizzata per determinare I'espressione di piu di 1
proteina di interesse. Un anticorpo monoclonale anti-3-actina (1: 1000 o
1: 2000; Sigma) e stato usato come proteina di mantenimento per
verificare il carico identico di proteine.

Farmaci e trattamenti

Lipopolisaccaride (LPS), AM630 e JWH-133 (Tocris) sono stati sciolti in
PBS contenente DMSO (Sigma-Aldrich). La concentrazione finale di
dimetilsolfossido (DMSQ) nelle colture era dello 0,01%. Gli ADP in
coltura sono stati trattati con AM630 (10uM), JWH-133 (100nM) 0 1-mg /
ml LPS, da soli 0 in combinazione dopo una curva dose-risposta (non
mostrata). Le cellule in coltura non trattate sono state mantenute in
mezzo di incubazione durante il tempo di trattamento relativo, con o
senza veicolo (0,01% di DMSO). | farmaci sono stati aggiunti al mezzo



cellulare completo quando la differenziazione & stata completata.
L'estrazione dell'RNA e I'analisi biochimica sono state eseguite a 24 ore
dopo i trattamenti.

statistica

Le variabili continue sono riassunte come media + DS e le variabili
categoriali sono presentate come frequenze assolute e relative. | dati
molecolari e biochimici sono presentati come media + SD. L'ANOVA,
seguita dal test post hoc Studia-Newman-Keuls spaiato, € stato
utilizzato per valutare le differenze nei valori medi tra i gruppi e in base
al numero di esperimenti effettuati. Il test x 2 € stato utilizzato per
variabili categoriali.

L'analisi multivariata, incluse tutte le variabili indipendenti con rilevanza
biologica rispetto allo scopo dello studio, € stata eseguita utilizzando un
modello lineare generale.

Tutti i valori di P sono stati normalizzati per eta, sesso, eta puberale e
indice di massa corporea (BMI) e sono stati considerati statisticamente
significativi se erano inferiori a 0,05.

Tutte le analisi statistiche sono state eseguite utilizzando Statgraphics
Centurion XV.II (Adalta; Statpoint Technologies, Inc).

risultati
Studio genetico

Le caratteristiche cliniche e genetiche dei 501 bambini e adolescenti
italiani obesi inclusi in questo studio sono riportati nella Tabella 1
supplementare .

Le frequenze alleliche erano nell'equilibrio di Hardy-Weinberg ( P = .87)
( Supplemental Table 2 ).

Le caratteristiche cliniche dei pazienti rispetto al genotipo CB2-Q63R
sono riportate nella Tabella 1 .

Tabella 1.

Caratteristiche biochimiche in 501 bambini e adolescenti obesi italiani
secondo la variante CB2 Q63R

Variante CB2 Q63R QQ QR RR p
Pazienti, n (%) 76 (15.2) 260 165

(51,9) (32,8)
Maschi, n (%) 39 (7.78) 144 75 14

(28,74)  (14,97)
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Femmine, n (%) 37 (7,39) 116 90
(23.15)  (17.96)
Eta, y (media = DS) 10,60+ 10,97+ 11,35+ .12
3,15 1,70 2,14
BMI punteggio Z (media 2,83 + 2,95 + 3,10 = .007
+ DS) 0,73 0,39 0,49
Peso / altezza (media+ 0,64 + 0,63 = 0,63 = .35
SD) 0,05 0,03 0,03
Pressione diastolica SD 0,17 + 0,25 0,35 = 31
(media £ DS) 1,0 0,57 0,71
Pressione sistolica SD 1,22 + 1,05 + 1,24 + 24
(media = DS) 1,4 0,78 0,97
Colesterolo totale, mg /dl 156,32 + 159,62 + 159,41 + .70
(media £ DS) 35,4 19,2 24,2
Trigliceridi, mg / dL 89,04+ 1004+ 9575+ .21
(media = DS) 58,59 31,68 40
Glicemia t0O (media £ DS) 78,43+ 79,435 80,25+ .29
9,55 6,54
Glicemia t120 (media + 110,.8+ 110,3+ 1135+ .30
DS) 25,19 13,6 17,09
Insulina tO0 (media £+ DS) 29,36+ 29,10+ 2854+ .94
21,74 11,71 15,01
HOMA (media = DS) 5,79 = 5,72 571 % .99
4,53 2,42 3,10
WBISI (media = DS) 2,66 + 2,71 + 2,73 + 97
2,35 1,30 1,68
IL-6, pg / mL (media % 2,77 + 2,62 + 3,44 + .03
SD) a 2,39 1,40 1,88

AST, aspartato-aminotransferasi; ALT, alanina aminotransferasi; HOMA,
valutazione del modello omeostatico; t0, prelievo di sangue dopo il
digiuno; t120, sangue prelevato dopo carico glicemico. Tutti i valori di P
sono normalizzati per eta, sesso e indice di massa corporea.



un

n = 37; P <.05 sono mostrati in grassetto.

Tabella 1.

Caratteristiche biochimiche in 501 bambini e adolescenti obesi italiani

secondo la variante CB2 Q63R
Variante CB2 Q63R

Pazienti, n (%)
Maschi, n (%)

Femmine, n (%)

Eta, y (media = DS)

BMI punteggio Z (media +

DS)

Peso / altezza (media + SD)

Pressione diastolica SD
(media £ DS)

Pressione sistolica SD
(media = DS)

Colesterolo totale, mg / dl
(media = DS)

Trigliceridi, mg / dL (media +

DS)

Glicemia t0 (media = DS)

Glicemia t120 (media £ DS)

Insulina t0 (media + DS)

QQ
76 (15.2)
39 (7.78)

37 (7,39)

10,60 +
3,15

2,83 +
0,73

0,64 +
0,05

0,17 +1,0

1,22 +1,4

156,32 +
35,4

89,04 +
58,59

78,43 +
9,55

110,8 =
25,19

29,36 +
21,74

QR
260 (51,9)

144
(28,74)

116
(23.15)

10,97 +
1,70

2,95 +
0,39

0,63
0,03

0,25 +
0,57

1,05 +
0,78

159,62 +
19,2

100,4 +
31,68

79,43 £5

110,3 =
13,6

29,10 =
11,71

RR p
165 (32,8)
75 (14,97) 14

90 (17.96)
11,35 + 12
2.14

3,10 = .00
0,49 7
0,63 + .35
0,03

0,35 + 31
0,71

1,24 + 24
0,97

159,41 + .70
242

95,75 +40 .21
80,25 = .29
6,54

113,5 + .30
17,09

28,54 + .94

15,01
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HOMA (media = DS) 5,79 = 5,72 571 % .99

4,53 2,42 3,10

WBISI (media = DS) 2,66 = 2,71 = 2,73 = .97
2,35 1,30 1,68

IL-6, pg / mL (media £+ SD) a 2,77 + 2,62 + 3,44 + .03
2,39 1,40 1,88

AST, aspartato-aminotransferasi; ALT, alanina aminotransferasi; HOMA,
valutazione del modello omeostatico; t0O, prelievo di sangue dopo il
digiuno; t120, sangue prelevato dopo carico glicemico. Tutti i valori di P
sono normalizzati per eta, sesso e indice di massa corporea.

un

n = 37; P <.05 sono mostrati in grassetto.

La variante CB2-R63 € risultata associata a un aumento del BMI con
punteggio z ( P = 0,0000) e in un sottogruppo di 37 pazienti, con un alto
livello di IL-6 nel plasma ( P = 0,03). Nessuna altra associazione e stata
trovata.

Le distribuzioni genotipiche dei donatori e dei soggetti MSC sottoposti a
biopsia sono riportati nella Tabella supplementare 3 .

Studio molecolare

Gli ADP esprimono i recettori e gli enzimi della CE
Gli ADP, differenziati in vitro da MSC o da biopsie WAT, esprimevano i
recettori e gli enzimi dei cannabinoidi per la sintesi e la rottura di
anandamide e 2-arachidonoilglicerolo ( Figura 1 supplementare ).
L'espressione di leptina, adiponectina e PPARY indicava che le cellule in
coltura erano ADP.

L'espressione delle adipochine € modulata

dall'adiposita e dalla stimolazione del CB2

E stata analizzata I'espressione di adipochina negli ADP derivati da
magri e obesi. Sono stati studiati gli effetti di uno stimolo infiammatorio
esercitato attraverso il trattamento con LPS su ADP magra e quelli di
agonismo selettivo CB2 su ADP derivati da obesi.

L'espressione dell'Adipokina differiva in modo significativo tra gli ADP di
razza magri e obesi. In entrambi gli ADP di derivazione magra trattata
con obeso e LPS sono stati osservati livelli piu elevati di PPARYy e
leptina rispetto agli ADP di derivazione magra, mentre i livelli di
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adiponectina erano significativamente diminuiti. ADP derivati da obesita
trattati con JWH-133 presentavano livelli piu bassi di PPARY e leptina
rispetto agli ADP derivati dall'obesita ( Figura 1 A).

Figura 1.

Visualizza grande Scarica diapositiva
L'espressione delle adipochine € modulata dall'adiposita e dalla
stimolazione del CB2.
Il rilascio di adipokina differiva significativamente tra gli ADP di razza
magri e obesi. A, ADP derivati da obesita e ADP magra trattati da LPS
mostrano livelli piu elevati dei marcatori specifici PPARY e leptina
rispetto agli ADP derivati dalla magra e bassi livelli di adiponectina. ADP
derivati da obesita trattati con JWH-133 (100nM) mostrano livelli piu
bassi di PPARY e leptina e un livello piu elevato di adiponectina rispetto
agli ADP derivati dall'obesita. B, ADP derivati da obesita e ADP magra
trattati da LPS mostrano livelli piu elevati di citochine proinfiammatorie
IL-6 e TNFa rispetto agli ADP derivati dalla magre e bassi livelli di IL-4.
ADP derivati da obesita trattati con JWH-133 (100nM) mostrano livelli
piu bassi di IL-6 e TNFa e un livello superiore di IL-4 rispetto alle cellule
derivate da obesi. | dati sono stati rivelati da ADP in vitro mediante PCR
in tempo reale a partire da 100 ng di mRNA totale per la reazione RT e
sono stati normalizzati per il gene della casa B-actina. | dati sono
rappresentati come media + SD da 3 diversi test eseguiti in duplicato.
Un test t € stato utilizzato per valutare le differenze nei livelli di
espressione di adipokine tra i gruppi. P <.05 é stato considerato
statisticamente significativo.
Figura 1.

Visualizza grande Scarica diapositiva
L'espressione delle adipochine € modulata dall'adiposita e dalla
stimolazione del CB2.
Il rilascio di adipokina differiva significativamente tra gli ADP di razza
magri e obesi. A, ADP derivati da obesita e ADP magra trattati da LPS
mostrano livelli piu elevati dei marcatori specifici PPARY e leptina
rispetto agli ADP derivati dalla magra e bassi livelli di adiponectina. ADP
derivati da obesita trattati con JWH-133 (100nM) mostrano livelli piu
bassi di PPARY e leptina e un livello piu elevato di adiponectina rispetto
agli ADP derivati dall'obesita. B, ADP derivati da obesita e ADP magra
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trattati da LPS mostrano livelli piu elevati di citochine proinfiammatorie
IL-6 e TNFa rispetto agli ADP derivati dalla magre e bassi livelli di IL-4.
ADP derivati da obesita trattati con JWH-133 (100nM) mostrano livelli
piu bassi di IL-6 e TNFa e un livello superiore di IL-4 rispetto alle cellule
derivate da obesi. | dati sono stati rivelati da ADP in vitro mediante PCR
in tempo reale a partire da 100 ng di mRNA totale per la reazione RT e
sono stati normalizzati per il gene della casa B-actina. | dati sono
rappresentati come media + SD da 3 diversi test eseguiti in duplicato.
Un test t € stato utilizzato per valutare le differenze nei livelli di
espressione di adipokine tra i gruppi. P <.05 é stato considerato
statisticamente significativo.

| livelli delle citochine proinfiammatorie IL-6 e TNFa erano
significativamente aumentati negli ADP derivati dall'obesita e ADP
derivati dalla magra trattati con LPS, mentre quello di IL-4 era
significativamente diminuito. ADP derivati da obesita trattati con
JWH-133 hanno mostrato livelli piu bassi di IL-6 e TNFa e un livello piu
alto di IL-4 rispetto alle cellule derivate dall'obesita ( Figura 1 B).

Studio biochimico
| livelli di IL-6 sono aumentati dall'adiposita e

diminuiti dalla stimolazione del CB2

| livelli plasmatici di IL-6 in un sottogruppo di 37 pazienti obesi (8
omozigoti per glutammina al codone 63 di CB2 [QQY]; 19 eterozigoti al
codone 63 di CB2 [QR]; 10 omozigoti per arginina al codone 63 di CB2
[RR] ) sono stati analizzati da ELISA. L'associazione della variante
Q63R con il BMI z-score era ancora significativa ( P = .03) e I'allele R63
era associato ad un alto livello di IL-6 nel plasma ( P =.008, non
normalizzato) ( Figura 2A supplementare ). Un modello lineare generale,
con la normalizzazione di fattori confondenti, come eta, sesso, BMI con
punteggio z e un ben noto polimorfismo che influenza la funzione del
recettore IL-6 (A358D) ( Tabella Supplementare 4 ), ha rivelato che
I'allele CB2-R63 era il principale fattore di rischio (modello P = .04; CB2-
Q63R singolo contributo P =.004) ( Figura 2B supplementare ).

Il western blotting e stato eseguito per determinare il livello intracellulare
di IL-6 nei lisati di ADP. ADP derivati da obesita contenevano
significativamente meno IL-6 intracellulare rispetto a cellule derivate
magre. La somministrazione di LPS a ADP di derivazione magra ha
diminuito significativamente I'lL-6 intracellulare, mentre l'incubazione di
ADP derivati dall'obeso con I'agonista CB2 JWH-133 ha indotto un


https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=it&prev=search&rurl=translate.google.it&sl=en&sp=nmt4&u=https://oup.silverchair-cdn.com/oup/backfile/Content_public/Journal/jcem/101/9/10.1210_jc.2015-4381/2/jc-15-4381.pdf%253FExpires%253D1548674111%2526Signature%253DZsleWRT23YX1kmQbgMelNOPgfnqPaCGwGTuTA629GBbE6oOLGvalCuTj5DKHk0knTt~-OytOMjOxrNG5SuQNLmLBno2sAX9bio10A1gdR6~W0BLmLXDhP8IAT5POKt0B8RR0mXMODq6Ms1Ulj9iQ~BdW5sVdeLL7avLnggEZk~-frhvHX5JrAJbJBEdiztKRrDYyWdzXsSHrBdixetOMrYUMkCMzZCdsxOmcAfmGsOboKmjrrmGqgO6ONX63-5hxObo1k3SbaDTeS49xcqhg6UhmIwrzAsjua3BxTB18HJ9syW~9e~Pcy6G~-f43Fd2oYNq6gweuYNRDsgTUFf3flA__%2526Key-Pair-Id%253DAPKAIE5G5CRDK6RD3PGA&xid=17259,15700023,15700186,15700190,15700248&usg=ALkJrhi5xrSRIsgvZRnIOGSqu1p-LGKGVw
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=it&prev=search&rurl=translate.google.it&sl=en&sp=nmt4&u=https://oup.silverchair-cdn.com/oup/backfile/Content_public/Journal/jcem/101/9/10.1210_jc.2015-4381/2/jc-15-4381.pdf%253FExpires%253D1548674111%2526Signature%253DZsleWRT23YX1kmQbgMelNOPgfnqPaCGwGTuTA629GBbE6oOLGvalCuTj5DKHk0knTt~-OytOMjOxrNG5SuQNLmLBno2sAX9bio10A1gdR6~W0BLmLXDhP8IAT5POKt0B8RR0mXMODq6Ms1Ulj9iQ~BdW5sVdeLL7avLnggEZk~-frhvHX5JrAJbJBEdiztKRrDYyWdzXsSHrBdixetOMrYUMkCMzZCdsxOmcAfmGsOboKmjrrmGqgO6ONX63-5hxObo1k3SbaDTeS49xcqhg6UhmIwrzAsjua3BxTB18HJ9syW~9e~Pcy6G~-f43Fd2oYNq6gweuYNRDsgTUFf3flA__%2526Key-Pair-Id%253DAPKAIE5G5CRDK6RD3PGA&xid=17259,15700023,15700186,15700190,15700248&usg=ALkJrhi5xrSRIsgvZRnIOGSqu1p-LGKGVw
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=it&prev=search&rurl=translate.google.it&sl=en&sp=nmt4&u=https://oup.silverchair-cdn.com/oup/backfile/Content_public/Journal/jcem/101/9/10.1210_jc.2015-4381/2/jc-15-4381.pdf%253FExpires%253D1548674111%2526Signature%253DZsleWRT23YX1kmQbgMelNOPgfnqPaCGwGTuTA629GBbE6oOLGvalCuTj5DKHk0knTt~-OytOMjOxrNG5SuQNLmLBno2sAX9bio10A1gdR6~W0BLmLXDhP8IAT5POKt0B8RR0mXMODq6Ms1Ulj9iQ~BdW5sVdeLL7avLnggEZk~-frhvHX5JrAJbJBEdiztKRrDYyWdzXsSHrBdixetOMrYUMkCMzZCdsxOmcAfmGsOboKmjrrmGqgO6ONX63-5hxObo1k3SbaDTeS49xcqhg6UhmIwrzAsjua3BxTB18HJ9syW~9e~Pcy6G~-f43Fd2oYNq6gweuYNRDsgTUFf3flA__%2526Key-Pair-Id%253DAPKAIE5G5CRDK6RD3PGA&xid=17259,15700023,15700186,15700190,15700248&usg=ALkJrhi5xrSRIsgvZRnIOGSqu1p-LGKGVw

aumento significativo di questo livello ( Figura 2C supplementare ).
Il numero e le dimensioni del LD sono aumentati
dall'adiposita e ridotti dalla stimolazione del CB2

Oil Red Ostaining

Per gli ADP derivati da MSC, la colorazione LD degli ADP derivati da
MSC con olio rosso ( Figura 2 A) o con un anticorpo fluorescente
perilipina ( Figura 3A supplementare ) ha rivelato aumenti nel loro
numero e dimensione dopo l'applicazione di uno stimolo inflammatorio,
come LPS . Questi aumenti sono stati prevenuti dalla stimolazione CB2
concomitante con JWH-133 (100nM). Sono stati osservati aumenti del
numero e della dimensione di LD dopo il trattamento con I'agonista CB2
per inversione di tendenza AM630 (10uM).

Figura 2.

A ADPs from MSC

B ADPs from WAT

Visualizza grande Scarica diapositiva
La dimensione e il numero di LD sono aumentati dall'adiposita e ridotti
dalla stimolazione del recettore CB2.
Colorazione LD di ADP in vitro con olio rosso. A, LPS aumenta il numero
e le dimensioni degli ADP derivati da MSC. Questi aumenti sono
impediti dalla stimolazione CB2 concomitante con JWH-133 (100nM).
L'aumento del numero e della dimensione del LD si osserva anche se
viene applicato I'agonista inverso CB2 AM630 (10uM). B, gli ADP
derivati da obesita mostrano LD piu humerosi e piu grandi rispetto a
quelli di individui magri. LPS aumenta il numero e le dimensioni di LD in
ADPs derivati da soggetti magri, mentre negli ADP derivati da obesi, la
stimolazione CB2 con JWH-133 (100nM) o il blocco con AM630 (10uM)
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induce una riduzione e un aumento della dimensione e del numero di
LD, rispettivamente . | pannelli sono rappresentativi dei dati di 2 diversi
test esequiti in triplice copia. Barra della scala, 50 pm.

Figura 2.

A ADPs from MSC

B ADPs from WAT

Visualizza grande Scarica diapositiva
La dimensione e il numero di LD sono aumentati dall'adiposita e ridotti
dalla stimolazione del recettore CB2.
Colorazione LD di ADP in vitro con olio rosso. A, LPS aumenta il numero
e le dimensioni degli ADP derivati da MSC. Questi aumenti sono
impediti dalla stimolazione CB2 concomitante con JWH-133 (100nM).
L'aumento del numero e della dimensione del LD si osserva anche se
viene applicato lI'agonista inverso CB2 AM630 (10uM). B, gli ADP
derivati da obesita mostrano LD piu humerosi e piu grandi rispetto a
quelli di individui magri. LPS aumenta il numero e le dimensioni di LD in
ADPs derivati da soggetti magri, mentre negli ADP derivati da obesi, la
stimolazione CB2 con JWH-133 (100nM) o il blocco con AM630 (10uM)
induce una riduzione e un aumento della dimensione e del numero di
LD, rispettivamente . | pannelli sono rappresentativi dei dati di 2 diversi
test esequiti in triplice copia. Barra della scala, 50 pm.
Per gli ADP derivati da biopsia, gli stessi esperimenti sono stati condotti
su ADP derivati da biopsia WAT umana. Le ADP degli individui obesi
hanno mostrato LD piu numerosi e piu grandi rispetto a quelli acquisiti
da individui magri. Il trattamento con LPS ha aumentato il numero e le
dimensioni di LD negli ADP derivati da soggetti magri, mentre la
modulazione CB2 con l'agonista JWH-133 (100nM) o I'agonista AM630
(10uM) negli ADP derivati da obesi ha indotto una riduzione e un
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aumento della dimensione e numero, rispettivamente ( Figura2 B e
Figura 3B Supplementare ).

L'espressione di perilipina € aumentata
dall'adiposita e diminuita dalla stimolazione del
CB2

| lisati di ADP di origine obesa hanno mostrato livelli di perilipina
significativamente piu alti rispetto a quelli di ADP di derivazione magra

( Figura 3 A). L'espressione di perilipina € stata alterata quando
JWH-133 (100nM) o AM630 (10uM) e stato applicato a ADP derivati
dall'obesita, inclusa una diminuzione dopo stimolazione con CB2 e un
aumento dopo il blocco CB2, rispettivamente. L'effetto indotto da
JWH-133 e stato prevenuto dal pretrattamento con AM630 ( Figura 3 B).
Figura 3.

Visualizza grande Scarica diapositiva
L'espressione di perilipina € aumentata dall'adiposita e diminuita dalla
stimolazione del CB2.
A, il pannello di blotting western e la quantificazione relativa mostrano
livelli significativamente piu elevati di perilipina negli ADP derivati
dall'obesita rispetto a quelli degli ADP di derivazione magra. B, pannello
di Western blotting e la relativa quantificazione mostrano che
I'applicazione di ADP JWH-133 (100nM) o AM630 (10uM) a ADA obeso
induce una diminuzione dopo stimolazione CB2 e un aumento dopo |l
blocco CB2, rispettivamente. L'effetto indotto da JWH-133 € impedito
dal pretrattamento con AM630. | dati sono stati rivelati da ADP in vitro
mediante Western blotting da 50 pg di lisati totali e sono stati
normalizzati per la beta-actina della proteina domestica. | dati sono
rappresentati come media + SD da 3 diversi test. L'ANOVA seguita dal
test post hoc di Tukey é stato utilizzato per I'analisi statistica. P <.05 e
stato considerato statisticamente significativo.
Figura 3.
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L'espressione di perilipina € aumentata dall'adiposita e diminuita dalla
stimolazione del CB2.
A, il pannello di blotting western e la quantificazione relativa mostrano
livelli significativamente piu elevati di perilipina negli ADP derivati
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dall'obesita rispetto a quelli degli ADP di derivazione magra. B, pannello
di Western blotting e la relativa quantificazione mostrano che
I'applicazione di ADP JWH-133 (100nM) o AM630 (10uM) a ADA obeso
induce una diminuzione dopo stimolazione CB2 e un aumento dopo |l
blocco CB2, rispettivamente. L'effetto indotto da JWH-133 € impedito
dal pretrattamento con AM630. | dati sono stati rivelati da ADP in vitro
mediante Western blotting da 50 pg di lisati totali e sono stati
normalizzati per la beta-actina della proteina domestica. | dati sono
rappresentati come media + SD da 3 diversi test. L'ANOVA seguita dal
test post hoc di Tukey é stato utilizzato per I'analisi statistica. P <.05 e
stato considerato statisticamente significativo.

L'espressione di UCP-1 é ridotta dall'adiposita e
aumentata dalla stimolazione CB2

Espressione molecolare

Gli ADP dei soggetti obesi mostravano un livello di mRNA UCP-1
significativamente piu basso rispetto a quelli dei soggetti magri. Il
trattamento con LPS ha ridotto significativamente |'espressione di
UCP-1 negli ADP derivati dalla magra. Il trattamento degli ADP derivati
dall'obesita con lI'agonista CB2 JWH-133 ha significativamente
migliorato l'espressione di UCP-1 ( Figura 4 A). Questo effetto era dose
dipendente e prevenuto dal pretrattamento AM630 ( Figura 4A
supplementare ). L'espressione di UCP-1 ¢ stata significativamente
ridotta dal blocco di LPS e CB2 in ADP derivati da MSC. Inoltre, la
stimolazione CB2 ha significativamente migliorato I'espressione di
UCP-1 e ha neutralizzato la diminuzione indotta da LPS ( Figura 4 B).
Figura 4.
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L'espressione di UCP-1 é ridotta dall'adiposita e aumentata dalla
stimolazione CB2.
A, gli ADP derivati dall'obesita mostrano un livello di mRNA UCP-1
significativamente piu basso rispetto a quelli dei soggetti magri. |l
trattamento con LPS ha ridotto significativamente I'espressione di
UCP-1 negli ADP di derivazione magra. Il trattamento degli ADP derivati
dall'obesita con I'agonista CB2 JWH-133 (100nM) ha significativamente
migliorato I'espressione di UCP-1. Il trattamento B, LPS o il blocco CB2
con AM630 (10uM) riduce significativamente I'espressione di UCP-1 in
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ADP derivati da MSC. La stimolazione CB2 con JWH-133 (100nM)
migliora significativamente I'espressione di UCP-1 e contrasta la
diminuzione indotta da LPS. C, pannello Western blotting e la
quantificazione relativa mostrano un livello di proteina UCP-1
significativamente piu basso negli ADP derivati dall'obesita rispetto a
quelli negli ADP derivati da magra. Gli ADP derivati da Lean esposti a
LPS mostrano un livello di UCP-1 significativamente piu basso rispetto
agli ADP di derivazione magra. Sia gli ADP di derivazione magra che
quelli di obesi trattati con I'agonista di CB2 contro I'AM630 (10uM)
mostrano un livello di UCP-1 significativamente piu basso rispetto alle
cellule relative non trattate. Sia gli ADP di origine magra che quelli obesi
trattati con I'agonista CB2 JWH-133 (100nM) mostrano un aumento dei
livelli di UCP-1 rispetto alle cellule relative non trattate. Il blocco del
recettore CB2 con AM630 (10uM) negli ADP derivati dall'obesita
esacerba l'effetto legato all'obesita della soppressione dell'lUCP-1. | dati
sono stati rivelati da ADP in vitro mediante Western blotting da 50 ug di
lisati totali e sono stati normalizzati per la beta-actina della proteina
domestica. | dati sono rappresentati come media + SD da 3 diversi test.
L'ANOVA seguita dal test post hoc di Tukey e stato utilizzato per I'analisi
statistica. P <.05 & stato considerato statisticamente significativo.
Figura 4.
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L'espressione di UCP-1 & ridotta dall'adiposita e aumentata dalla
stimolazione CB2.

A, gli ADP derivati dall'obesita mostrano un livello di mRNA UCP-1
significativamente piu basso rispetto a quelli dei soggetti magri. |l
trattamento con LPS ha ridotto significativamente I'espressione di
UCP-1 negli ADP di derivazione magra. Il trattamento degli ADP derivati
dall'obesita con lI'agonista CB2 JWH-133 (100nM) ha significativamente
migliorato I'espressione di UCP-1. Il trattamento B, LPS o il blocco CB2
con AM630 (10uM) riduce significativamente I'espressione di UCP-1 in
ADP derivati da MSC. La stimolazione CB2 con JWH-133 (100nM)
migliora significativamente I'espressione di UCP-1 e contrasta la
diminuzione indotta da LPS. C, pannello Western blotting e la
quantificazione relativa mostrano un livello di proteina UCP-1
significativamente piu basso negli ADP derivati dall'obesita rispetto a
quelli negli ADP derivati da magra. Gli ADP derivati da Lean esposti a
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LPS mostrano un livello di UCP-1 significativamente piu basso rispetto
agli ADP di derivazione magra. Sia gli ADP di derivazione magra che
quelli di obesi trattati con l'agonista di CB2 contro I'AM630 (10uM)
mostrano un livello di UCP-1 significativamente piu basso rispetto alle
cellule relative non trattate. Sia gli ADP di origine magra che quelli obesi
trattati con I'agonista CB2 JWH-133 (100nM) mostrano un aumento dei
livelli di UCP-1 rispetto alle cellule relative non trattate. Il blocco del
recettore CB2 con AM630 (10uM) negli ADP derivati dall'obesita
esacerba l'effetto legato all'obesita della soppressione dell'lUCP-1. | dati
sono stati rivelati da ADP in vitro mediante Western blotting da 50 ug di
lisati totali e sono stati normalizzati per la beta-actina della proteina
domestica. | dati sono rappresentati come media + SD da 3 diversi test.
L'ANOVA seguita dal test post hoc di Tukey e stato utilizzato per I'analisi
statistica. P <.05 é stato considerato statisticamente significativo.

Espressione proteica

Secondo i dati molecolari, il livello di proteina UCP-1 negli ADP derivati
dall'obesita era significativamente piu basso rispetto a quello degli ADP
derivati dalla magra, ed era significativamente aumentato dopo la
stimolazione con CB2. ADP derivati da Lean esposti a LPS, e ADP sia a
basso che a basso peso trattati con I'agonista di CB2 contro 'AM630,
avevano un livello di UCP-1 significativamente piu basso rispetto agli
ADP a magra e alle cellule non trattate (o trattate con veicoli). Al
contrario, i livelli di UCP-1 sono stati aumentati sia negli ADP di razza
magri che obesi trattati con I'agonista CB2 JWH-133. |l blocco del
recettore CB2 con AM630 nelle ADP derivate da obesi ha esacerbato
I'effetto indotto dall'obesita della soppressione delllUCP-1 ( Figura 4 C).
La stimolazione del recettore CB2 con JWH-133 negli ADP a magra
trattati con LPS ha contrastato in modo significativo I'effetto dello stimolo
inflammatorio ( Figura 4B supplementare ).

| livelli di IL-6, perilipina e UCP-1 sono associati
alla variante CB2-Q63R

Secondo i risultati farmacologici, le ADP dei soggetti RR obesi hanno
mostrato un livello intracellulare di IL-6 significativamente piu basso e un
alto livello di perilipina rispetto a quelli negli ADP dei soggetti obesi QQ (
Tabella supplementare 3 e Figura 5 A).

Figura 5.
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Visualizza grande Scarica diapositiva
| livelli di IL-6, perilipina e UCP-1 sono associati alla variante CB2-
Q63R.
Tutti i soggetti sottoposti a biopsia tissutale sono stati genotipizzati per
la variante CB2 Q63R ( Tabella supplementare 3 ). A, ADP dei soggetti
RR obesi mostrano un livello intracellulare intracellulare di IL-6 e un alto
livello di perilipina rispetto a quelli negli ADP dei soggetti obesi QQ. B,
ADP derivati da obesita da soggetti RR obesi mostrano livelli
significativamente inferiori di proteina UCP-1 e (C) mRNA rispetto a
quelli da pazienti QQ. Inoltre, i livelli di IL-4 sono significativamente
diminuiti negli ADP dai soggetti obesi RR rispetto a quelli dei soggetti
obesi QQ. (Soggetti obesi RR, n = 4; Soggetti obesi QQ, n = 1) ( Tabella
Supplementare 3 ). | dati sono rappresentati come media + SD da 3
diversi test. L'ANOVA seguita dal test post hoc di Tukey € stato utilizzato
per lI'analisi statistica. P <.05 é stato considerato statisticamente
significativo.
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Infine, le ADP derivate da obesita da pazienti omozigoti per la variante
CB2-R63 meno funzionale hanno mostrato un livello di UCP-1
significativamente piu basso rispetto a quelli dei pazienti QQ ( Figura 5,
B e C). Inoltre, i livelli di IL-4 erano significativamente piu bassi negli
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ADPs rispetto al RR rispetto ai soggetti obesi QQ ( Figura 5 C).
Discussione

Nonostante i miglioramenti nella comprensione della patogenesi
dell'obesita, solo un numero limitato di farmaci puo essere utilizzato per
trattare efficacemente questa condizione. Uno dei piu efficaci, un
diarilpirazolo (Rimonabant), un potente e selettivo recettore CB1, é stato
ritirato dal mercato a causa di effetti collaterali psichiatrici. Infatti, la
segnalazione del recettore CB1 aumenta gli effetti gratificanti del cibo
che cerca e stimola la crescita di ADP, mentre la stimolazione del
recettore CB2 promuove gli effetti antiobesita riducendo lI'assunzione di
cibo e I'aumento di peso senza un impatto negativo sull'umore (20, 21)
e inibendo i macrofagi attivati e T cellule ( 22 ).

Prove recenti indicano che i recettori CB2, anche se a livelli molto piu
bassi rispetto a CB1, sono anche espressi nel cervello e coinvolti in
funzioni neuropsichiatriche. E interessante notare che & stato dimostrato
che solo l'attivazione cronica di CB2 aumenta la trasmissione sinaptica
eccitatoria, mentre la sua attivazione a breve termine ha scarso effetto
sull'attivita sinaptica ( 32 ). Un uso terapeutico del CB2 come bersaglio
antiobesita potrebbe presumere una correlata attivazione neuronale
cronica, che, a sua volta, aumentando la trasmissione sinaptica
eccitatoria, dovrebbe facilitare gli effetti antiobesita periferici senza
esercitare una notevole attivita psicotropa. Tuttavia, potrebbero essere
progettati agonisti selettivi CB2 che non possono attraversare la barriera
emato-encefalica.

Il funzionamento differenziale di CB2 é stato dimostrato in relazione alla
presenza di una glutammina o di una arginina in posizione 63 del
dominio N-terminale. Gli esperimenti sulla proliferazione e l'attivita delle
cellule T da QQ e RR hanno dimostrato che l'allele R € meno funzionale
dell'allele Q ( 33 ) e studi di associazione hanno indicato che I'allele R63
e un fattore di rischio per inflammazioni e malattie autoimmuni ( 34 ,
35).

Per espandere ulteriormente i risultati precedenti, abbiamo genotipato
501 bambini obesi italiani per la variante CB2 Q63R, alla ricerca di
associazioni con caratteristiche cliniche. Inoltre, abbiamo tentato di
identificare un ruolo del recettore CB2 nella modulazione della funzione
ADP, per fornire supporto per il suo utilizzo come bersaglio antiobesita
sicuro. Pertanto, abbiamo esposto colture di ADP ottenute dalla
differenziazione di MSCs da donatori adulti sani e da tessuti grassi



adulti magri e obesi a stimolanti CB2 o agenti bloccanti.

| nostri dati hanno rivelato un'associazione significativa tra la variante
meno funzionale CB2-R63 e un alto BMI con punteggio z. Tuttavia,
questa associazione tra la variante CB2 Q63R e il percentile BMI
infantile & stata dimostrata solo nei bambini obesi riferiti a un servizio di
obesita terziaria e, pertanto, questo non € uno studio di popolazione che
dimostra la frequenza della variante CB2 Q63R nell'infanzia. Infatti, la
distribuzione genetica del polimorfismo si &€ sovrapposta alle frequenze
di controllo, ma i pazienti con RR hanno mostrato un aumento di peso
rispetto ai soggetti obesi QQ. Pertanto, il recettore CB2 potrebbe avere
un ruolo chiave nelle risposte agli stimoli ambientali nei bambini obesi.
Secondo l'associazione consolidata di obesita con l'inflammazione
cronica sistemica e ipertrofia / iperplasia di ADP, abbiamo trovato che la
variante R63 era anche associata ad un alto livello di IL-6
proinfiammatorio e di blocco selettivo di CB2 in ADP di derivazione
magra ha portato ad aumenti di IL -6 espressione e dimensione LD,
simile a cid che si verifica nello stato obeso. In alternativa, la
stimolazione CB2 con un agonista selettivo negli ADP derivati
dall'obesita ha causato un simile profilo adipochinico negli ADP derivati
dalla magra e ridotto il numero e le dimensioni del LD. Inoltre, la
stimolazione CB2 sembrava ostacolare il rilascio di IL-6, come
dimostrato dal piu alto livello intracellulare di IL-6 negli ADP derivati da
obesi trattati con JWH-133 rispetto alle cellule non trattate. Gli effetti
sulle caratteristiche della LD possono verificarsi tramite la modulazione
di PPARYy indotta da CB2, che media I'espressione della perilipina e la
morfologia LD. Infatti, 1) sia i livelli di espressione di PPARY che di
perilipina erano notevolmente aumentati negli ADP derivati dall'obesita
rispetto agli ADP di derivazione magra; 2) Le LD di ADP derivate da
obesi erano aumentate sia in numero che in dimensioni rispetto a quelle
degli ADP derivati dalla magra; e 3) il blocco di CB2 negli ADP derivati
dall'obesita ha comportato un marcato aumento del livello di perilipina,
mentre la sua stimolazione selettiva ha causato riduzioni sostanziali sia
dei livelli di PPARYy che di perilipina.

Abbiamo anche osservato che negli ADP a magra, uno stimolo
inflammatorio, come LPS, induceva il fenotipo "obeso" in termini di
profilo adipochine proinfiammatorio o di LD. E interessante notare che la
coapplicazione dell'agonista CB2 non solo ha inibito la fusione di LD per
crearne di piu grandi, ma ha anche portato alla comparsa di LD molto
piccoli, che suggeriscono l'induzione di stimoli lipolitici. Questi dati



confermano che il recettore CB2 € un importante bersaglio
antiinfammatorio e suggeriscono che si tratta di un nuovo determinante
molecolare delle caratteristiche del LD e, a sua volta, del funzionamento
dell’ADP.

L'evidenza indica che l'interazione tra il sistema metabolico e quello
immunitario € fondamentale per la patogenesi dell'obesita. Uno specifico
sottoinsieme di linfociti nel WAT che si origina a causa di infiltrazioni di
macrofagi come conseguenza del rilascio alterato di adipochina, spiega
sia l'inflammazione tissutale che il destino dei precursori dell'’ADP. Sono
stati evidenziati i ruoli critici delle cellule di tipo 2 cellule T (Th2) e delle
citochine nel guidare lo sviluppo dei precursori ADP in ADP beige
piuttosto che in bianco, oltre a regolare il livello basale di UCP-1 in WAT.
Questa biogenesi del grasso beige mediata da Th2 si verifica attraverso
I'attivazione della segnalazione IL-4 / IL-4Ra poiché e stato dimostrato
che la somministrazione di IL-4 aumenta la massa grassa beige e riduce
I'obesita nei topi termoneutral ( 36 - 39 ). Notevolmente, la stimolazione
del recettore CB2 nelle cellule immunitarie facilita la polarizzazione Th2
(40). Inoltre, I'espressione della proteina 3 legante GATA, un fattore di
trascrizione espresso in cellule Th2, determina la produzione di IL-4,
che aumenta in modo dipendente da CB2 ( 41 ).

Di conseguenza, abbiamo riscontrato riduzioni significative sia nei livelli
di IL-4 che di UCP-1 negli ADP derivati da obesi rispetto agli ADP di
derivazione magra e queste riduzioni sono state significativamente
neutralizzate dalla stimolazione del recettore CB2. E interessante notare
che gli effetti dell'obesita sull'espressione di IL-4 e UCP1 sono modulati
dalla variante funzionale CB2 Q63R, risultante essere attenuati nelle
ADP derivate da soggetti obesi QQ e esacerbate negli ADP da pazienti
con RR. Naturalmente, per rafforzare questa prima evidenza di un
effetto di brunitura mediato dalla stimolazione del recettore CB2,
potrebbe essere molto interessante dimostrare l'induzione del processo
di termogenesi in ADP in coltura dopo il trattamento con I'agonista CB2
JWH-133 (42).

Collettivamente, questi dati suggeriscono che il recettore CB2 potrebbe
rappresentare un obiettivo farmacologico per ridurre lo stato
inflammatorio correlato all'obesita, cosi come I'eccessivo accumulo di
grasso nelle LD della WAT, attraverso la modulazione di IL-6 e perilipina.
Infine, questi dati suggeriscono che il recettore CB2 puo essere un
nuovo bersaglio per indurre la doratura, possibilmente attraverso l'up-
regulation di IL-4 e l'induzione della segnalazione di UCP-1.
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Abbreviazioni

ADP adipociti

BMI indice di massa corporea

CB1 recettore cannabinoide 1

DMSO dimetilsolfossido

CE endocannabinoide

LD gocciolina lipidica

LPS lipopolisaccaride

MSC cellule staminali mesenchimali

PPAR y recettore-y proliferatore attivato perossisoma
QQ omozigote per glutammina al codone 63 di CB2
QR eterozigote al codone 63 di CB2

RR omozigote per arginina al codone 63 di CB2

RT temperatura ambiente

Th2 digitare 2 celle T

UCP proteina disaccoppiante

WAT tessuto adiposo bianco.
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