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The so-called Metabolic Syndrome is a clustering of metabolic disor-
ders, including insulin resistance, obesity, hyperglycemia, dyslipidemia,
and hypertension, mainly caused by overnutrition and sedentary lifesty-
les particularly in developed countries as well as genetic predisposition.
Obesity, insulin resistance and type 2 diabetes are associated and caused
by the upregulation of the protein kinase C (PKC)ε expression in hepa-
tic, adipose, pancreatic and skeletal tissue. It is well known that PKCε
affects insulin receptor (IR) singaling and regulates both insulin secre-
tion and clearance. Here, we have studied the expression levels of PKCε
and IR in peripheral blood cells of obese children. Moreover, we have
analyzed the correlation between PKCε/IR ratio with the BMI in adult
underwent to high caloric food diet. As a final point, the role of PKCε
as therapeutic target for management of obesity was discussed.

Riassunto
Le sindromi metaboliche, un gruppo di disordini del metabolismo che
includono insulino-resistenza, obesità, iperglicemia, dislipidemia e iper-
tensione; sono principalmente causate nelle società avanzate da un’ecces-
siva nutrizione, uno stile di vita sedentario ma anche da predisposizioni
genetiche. L’obesità, l’insulino-resistenza e il diabete di tipo 2 sono asso-
ciate a – e in parte causate da – l’aumento dell’espressione della proteina
chinasi C (PKC)ε nel tessuto epatico, pancreatico, adiposo e muscolare
scheletrico. È stato ampiamente dimostrato che PKCε interferisce con il
signaling del recettore dell’insulina (IR) e con la secrezione e la clearance
dell’insulina stessa. Noi abbiamo studiato i livelli di espressione di PKCε
e IR nelle cellule mononucleate del sangue di bambini obesi. Inoltre ab-
biamo analizzato la correlazione esistente tra il rapporto PKCε/IR e il
BMI in un adulto volontario sottoposto a regime dietetico ipercalorico.
Infine, viene discusso il ruolo di PKCε quale potenziale bersaglio tera-
peutico nel trattamento dell’obesità.
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Introduzione

L’obesità è una malattia multifat-
toriale per la quale sono state
identificate componenti genetiche,
basi immunitarie e preponderanti
fattori ambientali (dieta ipercalori-
ca) (1-4). Le basi genetiche dell’o-
besità sono prevalentemente costi-
tuite da mutazioni a carico di geni
che inducono o sono strettamente
associati ad insulino-resistenza e
diabete mellito (5-8). Tra le altera-
zioni molecolari che inducono la
resistenza insulinica e la patogene-
si del diabete di tipo 2 (DT2), è
stato osservato essere presente un
aumento dell’espressione di alcune
isoforme della famiglia delle pro-
teine chinasi C (PKC) (9). Infatti
l’isoforma ε (PKCε), che è aumen-
tata nel tessuto adiposo, nel fegato
e nelle insulae pancreatiche di sog-
getti con DT2 è responsabile di
alcuni aspetti della resistenza insu-
linica (10-13). Si è dimostrato che
PKCε è in grado di interferire con
la fosforilazione e l’attivazione dei
mediatori del signalling del recet-
tore insulinico (come IRS-1, IRS-
2, Akt e FOXO-1), riducendo e
spegnendo la trasduzione del se-
gnale del recettore dell’insulina
(IR) (11, 12, 14, 15). Inoltre, re-
centemente, è stato dimostrato
che PKCε, aumentando i livelli di
espressione del fattore trascrizio-
nale HMGA-1, può inibire
l’espressione di IR (16). Simil-
mente, noi abbiamo dimostrato

che l’aumento dell’espressione di
PKCε induce un aumento del fat-
tore trascrizionale FOXO-1 che a
sua volta inibisce, come HMGA-
1, la trascrizione del gene di IR
(18). Gli studi condotti su modelli
animali con DT2, mostrano che
l ’aumento di PKCε precede
l ’aumento di peso e quindi
l’obesità, essendo un marcatore
precoce nella patogenesi del DT2
(10, 15). La deregolazione dell’e-
spressione di IR e di PKCε appare
sistematicamente in tutti gli orga-
ni target dell’insulina e responsa-
bili del controllo glicemico come il
tessuto adiposo, muscolare schele-
trico, pancreatico. I linfociti, che
non sono primariamente coinvolti
nella patogenesi dell’obesità o del
DT2 sono però considerati un
buon modello cellulare per lo stu-
dio della resistenza insulinica, es-
sendo essi stessi sensibili all’insuli-
na ed esprimendo PKCε (17). Re-
centemente abbiamo dimostrato
che PKCε controlla la prolifera-
zione dei linfociti T CD4+, inibi-
sce il signalling della citochina an-
tiinfiammatoria TGF-1β, potendo
perciò avere un ruolo della patoge-
nesi della malattie autoimmuni
mediate dai T CD4+, come la ti-
roidite di Hashimoto (18). Date
queste evidenze, abbiamo studiato
i livelli di espressione di PKCε e
di IR nei linfociti del sangue peri-
ferico di bambini obesi e come il
rapporto PKCε/IR aumenti in
modo significativo nell’adulto an-

che dopo piccole variazioni del
BMI, in assenza di DT2.

Materiali e metodi

Isolamento dei linfociti

Le cellule mononucleate del san-
gue venoso periferico (15 ml di
sangue raccolto in Na-citrato) so-
no state isolate per centrifugazione
su un gradiente di Lympholyte-H
(Euroclone) a 500 x g per 30 mi-
nuti a temperatura ambiente. Le
cellule così ottenute (citate nel te-
sto genericamente come linfociti)
sono state lavate in soluzione fi-
siologica e centrifugate 10 minuti
a 300 x g per eliminare il surna-
tante. I concentrati cellulari sono
stati conservati a -80°C.

Estrazione proteica e analisi
dell’espressione genica

I concentrati cellulari sono stati li-
sati in 200 µl di tampone di lisi
(50mM Tris-HCl, pH 7.4; 1%
NP-40; 0.25% deossicolato di so-
dio; 150 mM NaCl; 1 mM ED-
TA; 1 mM PMSF; 1 mM
Na3VO4; 1 mM NaF) contenente
inibitori delle proteasi; le proteine
così solubilizzate sono state quan-
tificate tramite il test BCATM

(Pierce). Le proteine contenute in
cinquanta µg di lisato cellulare so-
no state separate su gel denaturan-
te di poliacrilamide (5%) ed SDS
tramite elettroforesi, quindi trasfe-
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rite su membrana da western blot.
Il filtro è stato incubato con 1
mg/ml di siero policlonale di coni-
glio anti-PKCε (Upstate), l’anti-
corpo monoclonale (MoAb) di to-
po anti-catena-β di IR diluito
1:4000 (Calbiochem) e il MoAb
anti-β-actina diluito 1:5000 (Sig-
ma) (19-21).

Analisi statistica

L’analisi statistica dei dati è stata
effettuata tramite il software Pri-
mers of Biostatistics 4.02.

Risultati

Abbiamo analizzato i livelli di
espressione di PKCε nei linfociti
del sangue periferico di bambini e
di adulti normopeso ed obesi.
La tabella 1 riporta la descrizione
(età, BMI, diagnosi) dei sei sog-
getti studiati. La figura 1A mostra
il risultato dell’analisi tramite We-
stern Blot. I linfociti di soggetti
obesi (con età compresa tra i 10 e i
14 anni) presentano un livello di
PKCε significativamente superiore
a quello osservabile in 3 soggetti
della stessa età ma con BMI com-
preso tra 50° ed il 70° percentile.
Contemporaneamente, l’analisi dei
livelli di espressione di IR, mostra
che esiste una correlazione inversa
tra quantità di PKCε e livelli di
IR. Il grafico della figura 1B, mo-
stra i dati ottenuti dopo analisi
densitometria delle bande riportate
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Tabella 1 - Descrizione e parametri clinici dei pazienti pediatrici

N. Età Sesso Glicemia HbA1c BMI
anni mg/dl % %

P1 14 F 115 6.8 >95

P2 11 F 130 7.0 >95

P3 10 M 122 7.2 85-95
(11.7) (122.3*) (7.0*) (93.3*)

C1 14 F 84 5.8 50-75

C2 11 F 90 6.0 50

C3 9 M 78 5.6 50-75
(11.3) (84.0) (5.8) (58.3)

P = bambino obeso; C = bambino sano (controllo); BMI = indice di massa corporea; HbA1c
= emoglobina glicata; ( ) = valore medio; * p<=0.002 vs gruppo bambini di controllo, analisi
della varianza tramite Anova

Figura 1 - Analisi dei livelli di espressione di PKCε e IR tramite western blot.
Pannelli A e B: i linfociti di tre bambini normopeso (contr.) e tre bambini
obesi sono stati analizzati per PKCε, IR ed β-actina. L’analisi densitometrica
delle bande osservate nel pannello A è riportata nel grafico (panello B). I cer-
chi neri rappresentano i valori ottenuti dai bambini obesi mentre i cerchi bian-
chi dai bambini di controllo. Pannelli C e D: analisi dei livelli di IR e PKCε in
un soggetto adulto sano normopeso sottoposto a dieta ipercalorica. A giorni 0,
15 e 60 dall’inizio della dieta sono stati analizzati i livelli proteici di PKCε e
IR (pannello C). I valori densitometrici delle bande sono riportati nel grafico
D come rapporto PKCε/IR (cerchi neri). Il grafico riporta anche i valori di
PKCε/IR ottenuti da altri 4 adulti normopeso (cerchi bianchi). La media dei
valori di PKCε/IR degli adulti normopeso è riportata nel grafico (linea).

A) B)

C) D)
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nel pannello A: come si può osser-
vare i tre soggetti diabetici (cerchio
nero) hanno un rapporto PKCε/IR
di 4.38±1.36 che è significativa-
mente maggiore di quello osserva-
to in soggetti coetanei normopeso
(0.85±0.71, p=0.018 t-test). Ci sia-
mo chiesti se l’intervallo di tempo
e se la variazione del BMI necessa-
ri per indurre questa evidente mo-
dificazione dell’espressione genica
di PKCε e di IR fossero particolar-
mente elevati. Abbiamo reclutato
un adulto sano, che si è sottoposto
volontariamente a una dieta iper-
calorica per un periodo di tempo
di 2 mesi. Prima e dopo la dieta
sono stati valutati i livelli ematici a
digiuno di glucosio e di emoglobi-
na glicata. Nessuna variazione del-
la glicemia e dei livelli emoglobina
glicata è stata osservata, mentre il
BMI è variato da 25.5 a 26 in 15
giorni ed è salito fino a 26.9 al 60°
giorno. Abbiamo analizzato i livelli
di PKCε e di IR prima, durante
(15° giorno) e alla fine della dieta
(60° giorno): come si evince dalla
figura 1C (cerchi neri), in questo
ridotto intervallo di tempo il rap-
porto PKCε/IR è significativa-
mente aumentato da 0.3 a 5.2, tan-
to che l’analisi statistica rivela che il
valore di 5.15±2.05 osservato quan-
do il BMI era salito a 26.9 risulta
significativamente diverso dalla
media di valori di PKCε/IR osser-
vabile in altri 4 adulti sani normo-
peso (5.15±2.05 vs 0.95±0.53,
p=0.037 t-test).

Discussione

L’obesità è una malattia metaboli-
ca multifattoriale e recentemente è
stato dimostrato che l’aumento
della massa grassa è imputabile ad
un processo flogistico/infiamma-
torio (3, 4, 22).
La resistenza insulinica è un im-
portante meccanismo molecolare
che induce l’obesità e predispone
alla patogenesi del DT2 e delle
numerose complicanze cardiova-
scolari osservabili nel soggetto
obeso (23-26). La PKCε è un en-
zima chiave nell’insorgenza della
resistenza insulinica. Infatti è stato
dimostrato che interferisce con la
segnaletica molecolare dell’IR e
con i livelli di espressione di IR
stesso (11, 12, 14, 15). Inoltre re-
centemente abbiamo dimostrato
che PKCε sostiene la proliferazio-
ne linfocitaria e riduce la risposta
del linfocita T CD4+ al TGF-1β,
il che le conferirebbe un ruolo nel-
la patogenesi di malattie autoim-
muni (18). Dato che i linfociti ri-
spondono all’insulina e sono con-
siderati un modello per lo studio
della segnaletica dell’insulina (17),
i livelli elevati di PKCε osservabili
nei linfociti di soggetti in sovrap-
peso e/o obesi potrebbero rispec-
chiare l’alterazione dell’espressione
genica che avviene sistemicamente
in vari organi quali il fegato, il tes-
suto adiposo ed il tessuto muscola-
re, dove l’insor-genza della resi-
stenza insulinica produce i mag-

giori effetti metabolici. Inoltre, te-
nuto conto delle ultime evidenze
sperimentali, l’aumento di PKCε
nei linfociti potrebbe essere alla
base di un’alterata risposta linfoci-
taria nel tessuto adiposo, che inne-
scherebbe quei meccanismi in-
fiammatori che indurrebbero
l ’adipogenesi, il sovrappeso e
l’obesità. L’inibizione dell’attività
enzimatica della PKCε è già stata
proposta come approccio terapeu-
tico per il DT2 (15). Infatti, il
controllo dell’attività di PKCε in
modelli animali ha dato numerosi
risultati positivi (riduzione della
steatosi epatica non alcoolica, au-
mento della secrezione pancreatica
di insulina e riduzione della clea-
rence renale di insulina), anche se
il modello animale scelto, il tipo di
alimentazione, e la durata del trat-
tamento hanno condizionato
l’efficacia della terapia con gli ini-
bitori della PKCε (15).
Le nostre ultime evidenze speri-
mentali ci inducono a pensare che
PKCε potrebbe rappresentare un
nuovo bersaglio molecolare nel
trattamento farmacologico dell’o-
besità ed un marcatore molecolare
per stratificare meglio i soggetti
obesi refrattari o poco responsivi
agli interventi farmacologici tradi-
zionali. Allo stato attuale sono
stati sviluppati sia inibitori che at-
tivatori selettivi della PKCε. Pur-
troppo queste molecole, che sono
in trial clinico su pazienti affetti
da uveiti, psoriasi o nel controllo
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del rigetto del trapianto (rene), del
dolore neuropatico, post-erpetico
o post-operatorio, non sono anco-
ra in trial clinico in pazienti obesi
o con diabete mellito (analisi tra-
mite Integrity sofware, Thomson
Reuters).
Crediamo che il monitoraggio del
rapporto PKCε/IR ed in generale
dei livelli di PKCε nei linfociti del
sangue periferico possa rappresen-
tare una indagine scarsamente in-
vasiva dell’assetto molecolare in
soggetti obesi e con DT2, potendo
riflettere le alterazioni del quadro
trascrizionale esistenti nel tessuto
adiposo, fegato, pancreas e nel tes-
suto muscolare scheletrico.
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