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INTRODUZIONE

1.1 - Definizione ed epidemiologia dell’obesita

L’obesita ¢ una patologia cronica a genes multifattoriale, causata
dall’interazione variabile di componenti genetiche ed ambientali (stile di vita
sedentario, aumentato consumo di grassi e di zuccheri semplici) che comporta
una disregolazione nel bilancio energetico, promuovendo un aumento dei
depositi di grasso (1-6)

La componente genetica sembraincidere per il 30-40% e quella

ambiental e/comportamental e per il rimanente 60-70% (7-8). Nei figli di
genitori obesi viene riportata un’incidenza di obesita del 40% se un solo

genitore € obeso e maggiore del 70% se lo sono entrambi (9-11).

L’obesita aumenta il rischio di morbilita e mortalitd per ’insorgenza di
complicanze metaboliche, cardiovascolari, respiratorie e osteoarticolari e
neoplastiche (2,7,11,12).

In relazione all’Indice di Massa Corporea (IMC = peso/atezza® = kg/m?)
I’OMS (Organizzazione Mondiale della Sanita) distingue 1’obesita di | (30 <
IMC > 34.9), 1l (35 <IMC > 39.9) elll (>40) grado.

L’obesita rappresenta il piu comune disordine nutrizionale nel mondo
occidentale e la sua prevalenza e in progressivo aumento anche nel paesi in via
di sviluppo. L’incremento € indubbiamente legato a benessere e ala
disponibilita di cibo nel mondo occidentale oltre che a fattori socioculturali.
Recenti stime indicano una prevalenza di obesita nel 15% della popolazione
adulta europea. Secondo una recente indagine ISTAT, in Italia il 33,4% degli
adulti di entrambi i sessi & in sovrappeso e il 9,1% e francamente obeso (IMC>
30 Kg/m?); in 1/5 casi, I’obesita ¢ di alto grado. II 30-35% dei bambini italiani
e in sovrappeso ed il 10-12% obeso, con un’elevata frequenza tra i 9 ed i 13
anni. Negli Stati Uniti circa la meta della popolazione € in netto sovrappeso e
circail 22.5% é obesa. (13-15).



1.2 - La Sindrome Metabolica

La sindrome metabolica, fortemente associata ad insulino-resistenza e adiposita
viscerale, € uninsieme di fattori di rischio metabolici che promuovono
direttamente lo sviluppo della patol ogia aterosclerotica cardiovascolare (12).

Il tessuto adiposo, infatti, € unariserva di molecole bioattive che agiscono
localmente, come le citochine, o a distanza, con azione endocrina (Figura 1).
Queste proteine, o adipocitochine, che comprendono, tra I’ altro TNFa, IL 6,
leptina, adiponectina e resisting, intervengono nella regolazione di numerose
funzioni, come 1’appetito e del bilancio energetico, il sistema immunitario, la
sensibilita all” insulina, I” angiogenesi, la pressione arteriosa, il metabolismo
lipidico e I’emostasi, tutte correlate alla patologia cardiovascolare (16-17).
Secondo laAHA/NHLBI (12) s definisce Sindrome Metabolicala presenza di
3 0 pit dei seguenti fattori:

e glicemiaadigiuno>= 100 mg/dL (5.55 mmol/L);

e trigliceridemia >= 150 mg/dL (>1,70 mmol/L);

e HDL-colesterolo plasmatico <=40 mg/dL (<1,04 mmol/L) nell’'uomo ¢ <=
50 mg/dL (<1,29 mmol /L) nella donna;

e pressionearteriosa sistolica>130 mm/Hg e diastolica >85 mm/Hg;

e circonferenza vita >= 102 cm per gli uomini e >= 88 cm per |le donne

1.3 - Circuito della melanocortina

La regolazione del peso corporeo € un meccanismo finemente regolato da vie
nervose, ormonali e metaboliche. Se [D’introito calorico supera la spesa
energetica, 1’eccesso di energia viene immagazzinato come riserva di grasso
negli adipociti. Nel tessuto adiposo esistono “sensori” in grado di indicare
I’entita dei depositi di grasso e trasmettere informazioni a recettori presenti a

livello ipotalamico (18-19). Numerosi neurotrasmettitori e neuropeptidi



interagiscono tra loro creando una rete complessa di segnali che regolano
I’equilibrio energetico.

La leptina € un peptide similcitochinico prodotto dal tessuto adiposo in
concentrazioni direttamente proporzionali a contenuto di grasso corporeo.
Essa oltrepassa la barriera emato-encefalica legandos al suo recettore
ipotalamico (ObRb), situato in due differenti sottopopolazioni di neuroni del
nucleo arcuato e attivando segnali che riducono il senso di fame ed aumentano
il dispendio energetico. Una popolazione di neuroni esprime 2 neuropeptidi
oressizzanti: Neuropeptide Y (NPY) ed Agouti Related Protein (AgRP), la cui
espressione € inibita dalla leptina; atri neuroni esprimono 2 neuropeptidi
anoressizzanti: Cocaine and Amphetamine Related Transcript (CART) e
POMC (proopiomelanocortina) la cui espressione € indotta dala leptina
(Figura 2) (20-25).

La proopiomelanocortina umana (POMC) € una proteina di 267 aminoacidi
sintetizzata principal mente nell’ipofisi, nel nucleo arcuato dell’ipotalamo, nel
tratto solitario della medulla, nella pelle, nel sistema immunitario. Essa e
precursore di numerosi altri peptidi biologicamente attivi derivati da un
processing post-traduzional e operato da specifici enzimi, le proconvertasi 1 e 2
(PC1 e PC2): a-, B- ¢ y-MSH, ormone adrenocorticotropo (ACTH), le
lipoproteine e B-endorfina che hanno attivita biologiche differenti a secondo
del recettore della melanocortina al quale si legano (Figura 3).

L’attivita dei peptidi derivati da POMC viene mediata da una famiglia di
proteine- recettore leganti la guanosina trifosfato, uno dei quali € il recettore
della melanocortina 4 (MC4R) che viene prodotto in elevate concentrazioni nel
sistema nervoso centrde e riveste un ruolo importante nel controllo
dell’introito calorico e del bilancio energetico (26-30).

La prima diretta evidenza che il gene POMC ei suoi peptidi siano coinvolti nel
controllo dell’appetito deriva da uno studio in cui sono stati descritti due

bambini affetti da iperfagia e obesita causate da difetti nel gene POMC. Il



primo bambino aveva un difetto nella sintesi di ACTH e a-MSH, il secondo
presentava un’alterazione dellatraduzione del gene POMC.

Lascopertadi altre mutazioni del gene POMC ha confermato il legame tra
questo gene e 1’obesita nell’'uomo e nell’animale da esperimento (18,20,26).

I perfagia, obesita ed iperinsulinemia sono caratteristiche dei ratti knock-out per
MC4R; varie mutazioni missenso e nonsenso di MC4R sono state riportate in
pazienti con obesita grave ad insorgenza precoce (21, 31-34).

Inoltre, la correlazione tra I’alterazione di questo recettore e 1” iperfagia cosi
come I’associazione con un comportamento alimentare di tipo “binge”
sottolinea 1’ importanza di MC4R nel controllo del comportamento alimentare
nell’uomo (35-38). Sembra, inoltre, che le varianti genetiche del recettore
MCA4R influenzino anche lo sviluppo di patologie associate all’obesita come la

sindrome metabolica e la risposta al trattamento chirurgico nell’obesita di alto

grado (39).



Cap. 2-SCOPO DELLO STUDIO

In 196 pazienti gravi obes, residenti nell’Italia Meridionale obiettivi dello

studio sono:

definizione delle caratteristiche cliniche, antropometriche e
biochimiche.

caratterizzazione genetica per i geni che codificano per la
proopiomelanocortina (POMC) e per il recettore dell” aMSH (MC4R)
confronto con una popolazione di 100 soggetti normopeso (BMI1<25),
al fine di individuare mutazioni €/o polimorfismi che potrebbero essere
coinvolti nell’insorgenza dell’obesita

esaminare larelazione tra fenotipo clinico e genetico-molecolare.



Cap. 3- SOGGETTI E METODI

3.1- Pazienti

Sono stati studiati 196 pazienti [ 111 F (56,6%) e 85 M (43,4%) ] di eta
compresa trai 18 ed i 70 anni, reclutati nell’Ambulatorio per laterapia
dell’Obesita di alto grado del Dipartimento di Medicina Clinica e Sperimentale
dell’Universita Federico |1 di Napoli.

| criteri di esclusione dallo studio sono stati: etainferiore a 18 e superiore a 70

anni, IMC < 40 Kg/m?, presenza di diabete e/o patologia coronarica

3.1.1 - Parametri antropometrici, biochimici eclinici.

Per ogni paziente sono stati misurati il peso corporeo, I’altezza e calcolato 1’
indice di massa corporea (IMC = Kg/m?). La circonferenza vita & stata misurata
in cm con un metro flessibile, su un piano orizzontal e passante sulle creste
iliache, allafine di una normale espirazione. La circonferenza dei fianchi &
stata misurata nel punto piu largo sotto le creste iliache, all’atezza del grande
trocantere. E’ stato, quindi, calcolato il rapporto vita/fianchi.
Tutti i pazienti sono stati sottoposti agli esami ematochimici di routine, che
includono: glicemia, colesterolo totale, HDL colesterolo, trigliceridi, AST,
ALT, ead esami ormonali: TSH. FT3, FT4, ACTH, cortisolo ed insulina; sono
stati determinati, inoltre, anchei valori di leptinemia.

Un campione di sangue intero e stato infine raccolto per I’analisi genetica e di
biologia molecolare.

La pressione arteriosa e stata misurata al braccio destro del paziente dopo
cingque minuti in posizione seduta, con uno sfigmomanometro standard ed un
bracciale di taglia grande; la frequenza cardiaca e stata valutata a polso
radiale.

| criteri utilizzati per ladiagnosi di sindrome metabolica sono quelli definiti
dalla AHA/NHLBI (12): circonferenza vita>= 102 cm per gli uomini e >= 88

cm per le donne, trigliceridemia >= 150 mg/dl, pressione arteriosa >= 130/85



mmHg, HDL <= 40 mg/dl negli uomini e <= 50mg/dl nelle donne e glicemia
>=100mg/dIl. Si definisce sindrome metabolicala presenzadi 3 o piu dei
suddetti fattori (12).

E’ stato inoltre calcolato ’THOMA come indice di insulino-resistenza sulla base
dellaglicemiaadigiuno e dei livelli di insulinemia secondo la seguente
formula:

glicemiaadigiuno (mmol/L) x insulina (LU/L) / 22,5 (13).

E’ stata inoltre valutata la composizione corporea (% massa magra e massa

grassa) con bioimpedenziometria (STA/BIA Akern, Milano Italia).

3.1.2 - Profilo psicopatologico

In un sottogruppo di 63 (25 M; 38 F) pazienti affetti da obesitadi alto grado e
stata effettuata anche una val utazione del comportamento alimentare nel corso
di una consulenza psichiatrica; sono state cosi ottenute le seguenti tipologie di
comportamento alimentare:
Sweet-eater: preferenzaper i cibi dolci
Gorging: mangiatore di grandi quantita di alimenti
Snacker: assume piccoli spuntini aintervalli regolari
Binge eating disorder (BED): assunzione incontrollata di grandi quantita di
alimenti
Nibbling: assume continuamente piccole quantitadi cibi per volta
| comportamenti alimentari ottenuti sono stati raggruppati in due categorie:

1. snacker, gorging, sweet eater

2. BED, nibbling
per distinguerei pazienti con un profilo psicopatologico pit compromesso
(gruppo 1).
Un’ulteriore classificazione in gruppi ¢ stata effettuata per distinguere 1

comportamenti alimentari caratterizzati dall’ ingestione di grandi quantitadi



cibo in breve tempo (BED e gorging) da quelli caratterizzati dall’ ingestione di

cibo piu dilazionata nel tempo (snacker, sweet eater, nibbling).

3.2 - Controalli

Il gruppo di controllo e costituito da 100 soggetti sani e normopeso (IMC < 25
Kg/m?), 34 M e 66 F, di etd compresatrai 26 edi 76 anni, che sono stati
sottoposti all” analisi genetica ed alla misurazione dei valori di leptinemia,

questi ultimi utilizzati come valori di riferimento.

Dal sangue intero del soggetti obesi e dei controlli € stato estratto il DNA per il
sequenziamento dei geni che codificano per POMC ed MC4R. E’ stata
effettuata anche una previsione della struttura secondaria dei peptidi B-MSH ed
MC4R derivati dai geni mutati.

Tutti 1 partecipanti hanno espresso il consenso informato per I’ inserimento
nello studio. Il protocollo e stato approvato dal Comitato Etico Locale, in
accordo coni principi della Dichiarazione di Helsinki.
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3.3 - Amplificazione del DNA genomico e sequenziamento

Il DNA genomico dei soggetti obesi e dei controlli € stato estratto da sangue
intero (Nucleon BACC-2, Amersham Biosciences Europe, Milano, Italia).

Le sequenze codificanti di POMC sono state amplificate utilizzando primers
disegnati mediante il programma PRIMER 3 v 0.2, selezionati per generare
frammenti che coprissero 1’esone 1 e 2 e per ottenere dei frammenti

sovrapposti per coprire I’esone 3.

Il gene POMC e stato amplificato (GeneAmp PCR system 9700, Applied
Biosystem, Foster City, CA) in un volume finale di 25 pul, contenente una mix
(20 uM of ogni primer, 1x PCR buffer, 200 uM ogni dNTP, 0.5 U Tag DNA
polymerase, Perkin Elmer Cetus, Norwalk, CT) e 100 ng di DNA genomico.

In Tabella 1 sono mostrate le condizioni di Polymerase Chain Reaction (PCR).

| frammenti di PCR sono stati separati mediante elettrofores su gel di agarosio
1.5% e i prodotti purificati e sequenziati su entrambi i filamenti usando il kit
BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing su ABI-Prism 3100 Genetic
analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA).

| nucleotidi e gli aminoacidi di POMC sono numerati in accordo alla sequenza
di riferimento (GenBank accession numbers, V01510 e NP_000930).
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Tabella 1. Primers e condizioni di PCR

Ampliconi Primer (5°-3°) bp Temperatura
di annealing
0
Esone 1 F- GTGCTGCCGGGAAGGTCAAA 287 62
R- GGACCGCGGAGAGCCAGAGG
Esone 2 F- CACCTCCTTTCTCAGCATTG 385 56
R- CCCACACCCTTTTCTTTTGA
Esone 3
FrammentoA  F- GTCTTCCCCCAGGAGTGC 424 60
R- CAGTCAGCTCCCTCTTGAACT
Frammento B F- GCAAGCGCTCCTACTCCAT 639 60

R- CGATCCATGCTGCTGTTATTT

n° cicli

35

35

35

35

3.4 - Analisi mediante HPLC

Per analizzare I’inserzione di 9- e 18-bp (codone 93-99) nell’esone 3 del gene
POMC sono stati disegnati primers di amplificazione mediante il programma
PRIMER 3 (F: 5~ GTCTTCCCCCAGGAGTGC-3> and R: 5’-
AGACGTCCTCGCGCTTCT-3"). L’analisi ¢ stata eseguita seguendo le
procedure standard del WAVE DNA fragment Analysis System (3500 HT;
Transgenomic, Cheshire, UK).

3.5- Protein Truncation Test

Per verificare la presenza della mutazione E244X nell’esone 3 di POMC
abbiamo utilizzato il protein truncation test che prevede I’aggiunta di 5 pl del
prodotto di PCR e 1 ul di [*H] Leu ad un lisato di reticolociti (Promega,

Madison, USA). Il primer upstream contiene segnali eucariotici per una
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trascrizione ed una traduzione efficiente (il promotore T7 e il sito di inizio di
trascrizione). Gli oligonucleotidi usati per ’amplificazione del frammento B
sono:  5-T7-GAGTGCATCCGGGCCTGCAAG-3' e  3’UTR:  5'-
CGATCCATGCTGCTGTTATTT -3'. Condizioni per laPCR: 1 cicloa 94 °C
(5 min), 35 cicli a 94 °C (30 sec), 60 °C (30 sec), 72 °C (45 sec) e 10 min di
allungamento finalea 72 °C.

Il peso molecolare dei prodotti di PCR (wild type e mutato) € stato verificato
mediante elettroforesi su gel di agarosio al 5%. Un’aliquota di 9 ul del prodotti
di reazione € stata denaturata con 3 ul di loading buffer e caricata su un gel
SDS di poliacrilammide a 15%.

| pes molecolari dei due frammenti sono stati assegnati confrontandoli con uno
standard SDS-PAGE (range 6.9-205 kDa) (Kaleidoscope Prestained Standard,
Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) analizzato nelle stesse condizioni

sperimentali. Infine, il gel é stato fissato, seccato e autoradiografato.

3.6 - Studio di predizione della struttura proteica
E’stato praticato uno studio di predizione della struttura secondaria del peptide
mutato B-MSH usando il programma GOR 4, e utilizzando PSI-BLAST

multiple sequence (40) per 1’allineamento della sequenza proteica 3-M SH.

3.7 - Analisi biochimiche

Le concentrazioni sieriche di leptina, adiponectina e resistina sono state
misurate in duplicato negli obesi e nei soggetti di controllo mediante dosaggio
immunoenzimatico (ELISA kit Linco Research, St. Charles, MO).

Le concentrazioni di colesterolo totale e di trigliceridi sono stati misurati con i
classici metodi enzimatici (41-42). Le HDL sono state misurate dopo
precipitazione delle LDL e le LDL sono state calcolate con la formula di
Friedewald.

13



I livelli di TSH, FT3 e FT4 sono stati misurati con dosaggio
immunoenzimatico (Abbot Laboratories, Rome, Italy); i livelli di insulina
sierica, cortisolo e ACTH dosati mediante chemioluminiscenza (Immulight
2000, Medical System, Genova, Italy).

I livelli di glucosio sono stati misurati con il metodo dell’esochinasi.

L’attivita transaminasica € stata determinata con il metodo IFCC.

14



Cap.4—- ANALIS STATISTICA

Leanalis statistiche sono state eseguite con il pacchetto SPSS per Windows,
versione 12.0 (SPSS Inc, Chicago, IL).

| risultati sono stati espressi come media+ DS per le variabili continue.

Il confronto trale medie di due gruppi e stato effettuato con il t-test di student
per campioni non appaiati.

11 test del Chi quadrato (x?) & stato utilizzato per il confronto trai gruppi per le
variabili categoriche.

Le differenze tra i gruppi sono state considerate statisticamente significative

con p < 0.05.
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Cap.5-RISULTATI

L e caratteristiche antropometriche, gli indici biochimici e le concentrazioni
sieriche degli ormoni dei 196 pazienti obesi reclutati sono riportate nelle
tabelle2 e 3.

Tutti i pazienti obes presentano una circonferenza vita superiore ai cut-off.

In tutti i pazienti obes, i valori sierici di TSH, FT3, FT4, ACTH e cortisolo
sono risultati nei limiti della norma.

I maschi hanno un rapporto vita- fianchi significativamente piu alto rispetto
alle donne, cosi come la % di massa magra e di massa grassa misurata con la
bioimpedenziometria Anche la pressione arteriosa, sia sistolica che diastolica,
le transaminasi, 1’ insulina e I’ HOMA sono significativamente piu elevati nei
maschi che nelle femmine.

Il colesterolo HDL ed i valori di leptinemia, invece, sono significativamente
piu elevati nelle donne. Gli intervalli di riferimento ottenuti nel nostri controlli
sono 1.1 -19.7 ug/L nei maschi e 2.3 -56.1 ug/L nelle donne. In particolare, nei
maschi e nelle femmine, i valori di leptinemia sono rispettivamente 3,4 e 2,5
volte piu ati del vaori di riferimento ottenuti dal gruppo di soggetti sani
distinti per sesso. Laleptina risulta significativamente e positivamente correlata
all’IMC in entrambi i sessi (M: p <0.0001, F: p =0.002). mentre non esistono
differenze significative nei pazienti con e senza sindrome metabolica.
Laprevalenza di sindrome metabolica, definita secondo i criteri AHA/NHLBI
(4), risultauguale nei due sessi: 70,6% negli uomini e 73,5% nelle donne.
Come dettagliato nellatabella 4, polimorfismi di POMC ed MC4R sono stéti
osservati nel 53,5% dei soggetti obesi e nel 53% dei controlli.

In 8 dei 196 (4%) soggetti obesi sono state individuate, invece, mutazioni di
POMC e di MC4R: 3 mutazioni di POMC, di cui 2 nuove ed unagianota, €5
mutazioni di MC4R (4 nuove ed 1 gia nota). Nessuna mutazione € statainvece

trovatanel controlli.
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Non e stata trovata nessuna associazione tra la presenza di varianti del gene
POMC e lapresenzadi sindrome metabolica. Latabella5 riportale
caratteristiche fenotipiche degli 8 pazienti con mutazione dei geni POMC ed
MCA4R.
Nellatabella 6 sono riportate le frequenze del vari tipi di comportamento
alimentare osservati nel sottogruppo di 63 pazienti che hanno effettuato la
consulenza psichiatrica. | comportamenti alimentari ottenuti sono stati
raggruppati in due categorie per distinguere quelli con un profilo
psi copatol ogico pit compromesso (gruppo 1) dagli altri:

1. snacker, gorging, sweet-eater (43 pazienti)

2. binge eating disorder (BED), nibbling (20 pazienti).
Un’ulteriore classificazione in gruppi ¢ stata effettuata per distinguere 1
comportamenti alimentari caratterizzati dall’ ingestione di grandi quantita di
cibo in breve tempo (BED e gorging: 33 pazienti) da quelli caratterizzati dall’
ingestione di cibo piu dilazionata nel tempo (snacker, sweet eater, nibbling: 30
pazienti).
Non e stata trovata nessuna associazione tra la presenza di varianti di POMC
ed un comportamento alimentare appartenente ad uno dei due gruppi
(patologico- non patologico) definiti in precedenza (tab.7).
Non é stata riscontrata, inoltre, una maggiore frequenza della sindrome
metabolica nel gruppo con un comportamento alimentare caratterizzato dall’
ingestione di grandi quantitadi cibo in breve tempo (tab.8).
Relativamente ai 5 soggetti portatori della mutazione del gene del recettore
MC4R sono noti i seguenti dettagli:
Il paziente 1 (M, 31 anni), eterozigote per la nuova mutazione W174C che
determina una sostituzione aminoacidica nel quarto segmento transmembrana,
ha una grave obesita (IMC: 59 Kg/m?) insorta nell” infanzia, un’ anamnesi
familiare positiva per obesita, diabete ed iperlipidemia, presentai criteri per la
definizione della sindrome metabolica ed ha un comportamento alimentare di

tipo “snacker”.
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Il paziente 2 (F, 22 anni), eterozigote per un’ altra nuova mutazione (Q43X),
che introduce un codone di stop e produce un’ interruzione della porzione N-
terminale della proteina, ha anch’ esso un’ obesita insorta nell’ infanzia, una
familiarita per obesita sia nellalinea materna che paterna, non presentai criteri
per la definizione della sindrome metabolica ed ha un comportamento
alimentare di tipo “snacker”.

Nel paziente 3 (M, 19 anni), é stata identificata una mutazione gia descritta
(A157T) che é stata associata ad una parziale attivita della proteina; questo
paziente ha unafamiliarita per diabete nellalinea paterna, un’ obesita insorta in
etainfantile ed hala sindrome metabolica; per questo paziente, non
possediamo informazioni sul comportamento alimentare.

Il paziente 4 (M, 36 anni), portatore di una delezione (448delA) che determina
un segnale di stop al codone 51, ha una familiarita per obesitasianellalinea
materna che paterna, presentala sindrome metabolica ed ha un comportamento
alimentare di tipo “BED”.

Il paziente 5 (M, 21 anni) € eterozigote per una nuova mutazione missense
(1317V) nellaregione C-terminale della proteina, hafamiliarita per
ipertensione, una precoce insorgenza dell” obesita e non ha la sindrome
metabolica. Nemmeno in questo caso abbiamo informazioni sul
comportamento alimentare.

| polimorfismi di POMC erano presenti nel 52.5% degli obesi e nel 51.0% dei
controlli. Nell’esone 3 di POMC ¢ stato individuato un’inserzione di 9- e 18-bp
tra il codone 93 e 99, rispettivamente: AGC AGC CGC (S-S-G) and AGC
AGC CGC AGC AGC CGC (S-S-G-S-S-G); il polimorfismo 8246 C>T nella
regione 3’-UTR; eil polimorfismo silente 4512 C>T (C6) nell’esone 2.

Le femmine obese con il polimorfismo 8246 C>T o T>T hanno piu bassi livelli
di trigliceridi e piu ati livelli di colesterolo HDL rispetto alle femmine obese
con il polimorfismo 8246 C>C (p<0.003).

Non é stata trovata nessuna associazione tra sindrome metabolica e i
polimorfismi di POMC.
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Le mutazioni nel gene POMC sono state trovate in 3 dei 196 soggetti obesi
studiati, due nuove e una gia nota. Nessuna mutazione e stata invece trovata nei
soggetti di controllo.

La mutazione R236G, nell’esone 3, gia descritta, altera il sito di taglio K235-
R236 riconosciuto dalla proconvertasi 2 (PC2), aterando il processing di
POMC producendo cosi una proteina di fusione 3-MSH/B-endorfina, che é
meno abile rispetto allaformawild-type ad attivare il recettore MC4R (12).

La seconda mutazione (P231L), mai descritta, nell’esone 3 di POMC produce
il cambio aminoacidico P231L: la sostituzione prolina-leucina modifica la
sequenza del core H-F-R-W (64). B-MSH si lega al MC4R con una piu ata
affinita rispetto all’a-MSH, risultando il ligando principale per 'MC4R nel
regolare I’assunzione di cibo (65).

Laterza nuova mutazione nell’esone 3 di POMC (E244X) introduce un codone
di stop a livello del peptide della B-endorfina a codone 244. Con il protein
truncation test, € stato verificato che questa variante causa la sintesi di un
peptide tronco (~22.0 kDa) rispetto a normale (~24.4 kDa) (Figura 3).

La mutazione pur essendo presente a livello eterozigote nel nostro paziente

potrebbe comunque essere causa di obesita.
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Figura 4. Analisi mediante Protein Truncation Test dei trascritti dell’esone 3

dal paziente mutato (line 1, caso 3) e da 2 controlli non obesi (lines 2 e 3).

Pomc wild-type 24.4 kDa —
Pomc mutato 22.0kDa —
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Cap. 6 - DISCUSSIONE

Sono stati studiati 196 pazienti affetti da obesitadi alto grado, di giovane eta,
residenti nell’ Italia Meridionale.

In questa popolazione abbiamo riscontrato un’ata prevalenza di sindrome
metabolica, uguale nel due sessi, utilizzando i criteri definiti da AHA/NHLBI
statement (12). Questo dato € particolarmente rilevante soprattutto se s
considera I’eta media dei pazienti studiati.

| valori di leptinemia, in accordo con quanto riportato in altri studi, sono
risultati significativamente piu alti nel gruppo di obesi rispetto ai controlli
normopeso e significativamente piu ati nelle donne rispetto agli uomini,
guesto per la maggiore quantita di tessuto adiposo presente nelle donne (43-
45).

Tutti i soggetti obesi ed i controlli sono stati sottoposti all” analisi dei geni che
codificano per la proopiomelanocortina (POMC) e per il recettore ipotalamico
dell’ ormone melanocito-stimolante oo (MC4R).

Varianti genetiche di POM C sono state osservate nel 54% dei soggetti obesi:
nel 52,5% dei cas s tratta di polimorfismi, mentre nell’ 1,5% dei casi (3
pazienti) si trattadi mutazioni, di cui una gia descritta e due nuove. Le
mutazioni sono state osservate solo nel pazienti obesi, non nel controlli.
Varianti del gene MC4R sono state, invece, osservate solo in 7 pazienti (3,5%
dell’ intera popolazione) di cui 5 (2,5%) sono portatori di mutazioni e 2 (1%)
di polimorfismi.

In particolare, delle 5 mutazioni del gene MC4R, solo una era gia nota mentre
le altre 4 sono mutazioni descritte per la prima volta (46). Nessuna mutazione e
stata osservata nella popolazione di controllo.

Lafrequenza di mutazioni dei geni POMC ed MC4R, riscontrata nella nostra
popolazione di 196 pazienti con obesita di alto grado residenti nell’ Italia
Meridionale, € in accordo con quella descrittain altre popolazioni caucasiche
di soggetti obesi: = 1% per la mutazione piu frequente di POMC (R236G) e tra
il 2% ed il 5.8% per le mutazioni di MC4R (46-52). Soltanto due studi

21



riportano frequenze piu basse delle mutazioni di MC4R in popolazioni dell’
area mediterranea: 0,5% e 1,7% rispettivamente (33,34).

Numerosi studi hanno evidenziato I” importanza del sistema che coinvolge
leptina, POMC, oo MSH ed i loro rispettivi recettori nel controllo del bilancio
energetico, nella regolazione dell’ appetito e nello sviluppo di patologie
associate all’ obesita.

Nel 1998, Krude e collaboratori hanno descritto per la primavolta, in due
bambini, il deficit congenito della proopiomelanocortina ed hanno definito un
nuovo disordine monogenico risultante in un’ obesita ad insorgenza precoce,
insufficienza surrenalica e colorazione rossa dei capelli (18).

Nel 2003, lo stesso gruppo, rivalutando la funzione tiroidea nei due pazienti
con deficit congenito di POMC, ha osservato la presenza di un ipotiroidismo
subclinico di origine ipotalamica (51), in accordo con uno studio precedente
che proponevail sistema della melanocortina come punto di unionetrai
segnali periferici che riguardano il bilancio energetico e 1’ asse ipotalamo-
ipofisi-tiroide (52).

Per quanto riguarda M C4R, la suaimportanza nella regolazione del
comportamento alimentare e stata sottolineatain vari studi: nel 2003, Farooqi
ha registrato un maggiore introito calorico nei pazienti con deficit di MC4R
(36) e, successivamente, Branson e collaboratori hanno riscontrato che, in un
gruppo di 469 pazienti con obesita di alto grado, tutti i portatori di mutazioni di
MC4R avevano un comportamento alimentare di tipo “Binge Eating Disorder”
(BED) (37).

Nel 2004 |o stesso gruppo ha dimostrato una maggiore prevalenza della
sindrome metabolica nel portatori di mutazioni di MCA4R rispetto ai non
portatori (39).

Per quanto riguarda la sindrome metabolica, inoltre, latipologia di
comportamento alimentare ed, in particolare, I’“eating rate”, sembrerebbero
influenzarne lo sviluppo: i comportamenti alimentari caratterizzati

dall’ingestione di grandi quantita di cibo in breve tempo sembrerebbero
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predisporre maggiormente allo sviluppo della sindrome metabolica rispetto a
quelli caratterizzati dall’ ingestione di piccole quantita di cibo dilazionate nel
tempo (30, 53-55).

Nel nostro studio, € stata effettuata una val utazione del comportamento
alimentare in un sottogruppo di 63 soggetti obesi, sottoposti anche all’ analisi
geneticadi POMC , ma non sono state osservate differenze statisticamente
significative trail comportamento alimentare dei portatori e quello dei non
portatori di varianti del gene.

Non sono state trovate associazioni statisticamente significative neanchetrala
presenza di varianti del gene POMC e laprevalenza di sindrome metabolicae
tralapresenzadi un particolare comportamento alimentare e la sindrome
metabolica (53).

Per quanto riguardai 5 pazienti con obesitadi alto grado nei quali e stata
osservata una mutazione del gene MC4R, dato il numero esiguo, € stato
possibile soltanto effettuare una descrizione delle loro caratteristiche
fenotipiche: si tratta di giovani con un’ insorgenza precoce dell’ obesita, di cui
un solo paziente ha un comportamento di tipo “BED”. In uno studio precedente
(37), tutti i portatori di mutazioni di MC4R presentavano un comportamento
alimentare di tipo “BED”.

In conclusione, per quanto riguarda le caratteristiche cliniche e biochimiche
della nostra popolazione di pazienti affetti da obesitadi alto grado, residenti
nell’ Italia Meridionale, abbiamo osservato un’ alta prevalenza di sindrome
metabolica, uguale nei due sessi e, come atteso, livelli di leptinemia
significativamente piu alti rispetto ai controlli normopeso e piu alti nelle donne
rispetto agli uomini per la maggiore quantita di tessuto adiposo presente in
gueste ultime.

Dal punto di vistagenetico, i polimorfismi di POMC e di MC4R osservati sono
presenti con uguale frequenza nei pazienti obesi e nei controlli normopeso e

non sembrano essere associati ad un particolare fenotipo.
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Le mutazioni di POMC ed MC4R sono invece presenti soltanto nei pazienti
obesi e non nei controlli, laloro frequenza, simile a quella descrittain altre
popolazioni Caucasiche, € comungue piuttosto bassa. Non é pertanto a
momento possibile trarre conclusioni sul loro ruolo nella determinazione del
fenotipo clinico e del comportamento alimentare, anche se queste mutazioni
hanno certamente un ruolo patogenetico in alcuni pazienti affetti da obesita di

alto grado.
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TABELLA 2. Caratteristiche generali ed antropometriche dei 196 pazienti

obesi partecipanti allo studio®

M aschi Femmine
N. 85 111
Eta (anni) 32.3(10.5) 32.4 (12.5)
IMC (Kg/m?) 48.2 (8.3) 49.3(8.1)
Rapporto vita-fianchi 1 (0.06)° 0.96 (0.07)
Massa magra % °© 56.9 (5.4)° 48.3 (6.0)
M assa grassa % °© 43.1 (5.4)° 51.7 (6.8)
Pressione arteriosa sistolica 134.1 (16)° 123.2 (16)
(mmHQ)
Pressione arteriosa diastolica 85.9 (10)° 79.3 (10)
(mmHg)
Frequenza cardiaca (batt./min) 79.8 (12) 78.8 (10)

a Tutti i valori sono espress come media (DS).

b. p<0.001.

C. misuratain 86 pazienti (39 M, 47 F)
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TABELLA 3. Caratteristiche biochimiche ed ormonali dei 196 soggetti obesi
partecipanti allo studio®

M aschi Femmine O/Sa?(ijl\:) Zlic():rii

Colesterolo totale (mmol/l) 4.5 (0.8)° 4.9 (1.0 26.5
Colesterolo HDL (mmol/l) 1.0 (0.2)° 1.2(02) M 50

F 59
Trigliceridi (mmol/l) 1.7(11) 1.5(0.6) 28.5
AST? (UN) 29.9 (13.0° 24.6 (14.2) 12.2
ALTY (U 52.6 (31.5° 32.1(22.3) 37.7
L eptina® (ug/l) 67.6 (48.1)° 1415 (54.4)
Insulina (mIU/I) 26.9 (18.5)°  20.3(9.5) 43
Glucosio (mmol/l) 54(1.8) 5.1(0.8) 8
HOMA® 6.5 (4.4)° 4.6 (2.4)
TSHY (mIU/l) 1.7 (0.8) 2.3(2.5) 0
FT4% (ng/l) 2.9 (0.5) 2.9(0.5) 0
FT.%ng/l) 62 (51) 59 (53) 0
ACTH (ng/l) 399(37.7) 24.4(111) 0
Cortisolo? (ug/l) 136.7 (44.8) 133.2(59.8) 0

PoooTe

Tutti i valori sono espress come media (DS).

p< 0.01.

misuratain 86 pazienti (39 M, 47 F)

p< 0.05.

AST: aspartato-aminotransferasi, ALT: aaninaaminotransferasi,
HOMA: homeostasis model assassment, TSH: thyroid-stimulating
hormone, FT3: free triiodothyronine; FT4: free thyroxine.

Intervallo di riferimento per i controlli normopeso: 1.1-19.7 ug/l (M) e
2.3-56.1 ug/l (F).

HOMA: insulinemiaadigiuno (MIU/L) / [22.5 x g'™@ucosio. inmmolyy
Misurato nel plasma (tutti gli atri valori sono stati misurati nel siero)
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TABELLA 3a. Mutazioni e polimorfismi dei geni POMC ed MC4R in 196
pazienti con obesita di alto grado ed in 100 controlli normopeso

Variazione Variazione Obesi  Normopeso
aminoacidica nucleotidica n. (%) n. (%)
POMC
Mutazioni P231L% 8072C>T 1(05) O
R236G 8086C>G 1(05) O
E244X° 8110G>T 1(05) O
Totale 3(15 O
Polimorfismi  93-99 7658-7677 (insAGC 20 6 (6)
93-99 7658-7677 [(iInsAGC 1(05) O
3’-UTR 8246C>T 65 33(33)
3’-UTR 8246T>T 9(4.6) 10(10)
93-99/3’-UTR 7658-7677 (insAGC 7(3.6) 2(2
C6C/3>-UTR  4512°C>T/8246C>T 1(05) O
Totale 103 51 (51)
MC4R
Mutazioni W174C* 915G>C 1(05) O
Q43X* 520C>T 1(05) O
A175T 916G>A 1(05) O
S19fsxX51° 448delA 1(05) O
1317Vv? 1342 A>G 1(05) O
Totale 5(25) 0
Polimorfismi  T112M 728 C>T 1(05) O
1103V 700 A>G 1(05) 2(2
Totale 2() 2(2)

a. nuovamutazione
b. polimorfismo POMC esone 2



TABELLA 3b. Caratteristiche fenotipiche del pazienti obesi con mutazioni

IMC2 Anar_n_n%i wlértgio HOMA? Li%t/:_na Variante Variante
Kg/m® familiare obesita POMC MC4R
Caso 520 Obesita (f+ 21 4.2 82.2 R236G; WT
Caso 60.0  Obesita(f+ 18 4.3 117.0 P231L WT
Caso 48.2 Non 20 6.8 101.2 E244X; WT
(ins
Caso 59.0  Sovrappeso 8 3.9 36.1 8246T>T W174C
dislipidemia
Caso 45.7 Obesita (f+ 10 13 99.1 WT Q43X
Caso 47.7 Diabete (m) 10 7.7 52.9 8246C>T A175T
7677 (ins
Caso 44.0  Obesita(f+ 18 39 43.3 WT S19fsX51
Caso 39.2 | pertensione 10 1.9 47.9 8246C>T 1317V
a. HOMA: homeostasis model assessment;
f = father; m = mother; WT = wild type.
b. Patologie correlate: caso 1: ipertensione, colelitiasi, coxartros bilaterale
e spondiloartrosi. Caso 2: ipertensione; caso 4: alteratatolleranzaal
glucosio.
c. Questavariante (ins AGC AGC CGC) é stataritrovatain omozigosi nel

caso 3 ein eterozigoti nel caso 6.
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Tabella 4. Mutazioni e polimorfismi nel gene POMC.

Cambio Cambio nucleotidico Obesi, n (%) | Contralli, n (%)
aminoacidico
= P231L 8072 C>T 1(0,5) 0
5 R236G 8086 C>G 1(0,5) 0
s E244X 8110 G>T 1(0,5) 0
93-99 7658-7677 20 (10,2) 6 (6)
(ins ACG ACG CGC)
93-99 7658-7677 1(0,5) 0
[(ins ACG ACG CGC);]
3" UTR 8246 C>T 65 (33,1) 33 (33)
;
: 3" UTR 8246 T>T 9 (4,6) 10 (10)
s
93-99 / 3’'UTR 7658-7677 7(3,6) 22
(ins ACG ACG CGC) /
8246 C>T
C6C/3 UTR | 4512 C>T /8246 C>T 1(0,5) 0
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Tab. 5. Comportamento alimentare di 63 pazienti affetti da obesitadi alto
grado

COMPORTAMENTO

ALIMENTARE FREQUENZA PERCENTUALE
Sweet eater 5 79
Gorging 24 38.1
Snacker 14 222
Binge 9 14,3
Nibbling 1 175

Totale 63 100




Tab. 6 Associazione tra comportamento alimentare e varianti genetiche di POMC nel sottogruppo
di 63 pazienti obes di cui e stato valutato il comportamento alimentare.

COMPORTAMENTO POMC Totale
ALIMENTARE Wild type Varianti genetiche
Snacker-gorging-sweet n. 23 20 43
eater % 53.5% 46.5%
20
. I n. 9 11

Binge-Nibbling % 45% 55%

n. 32 31 63
Totale % | 50.8% 49.2%
p n.s. n.s.

Tab. 7. Associazione tra comportamento alimentare e sindrome metabolicanel  sottogruppo di 63
pazienti obes di cui € stato valutato il comportamento alimentare.

COMPORTAMENTO SINDROME METABOLICA Totale
ALIMENTARE NO S
Snacker-nibbling-sweet n. 6 24 30
eater % 20% 80%
Binge- gorgin n. 11 22 20
ge- gorging % 33,3% 66,7%
n. 17 46 63
Totde % | 27% 73%
P n.s. n.s.
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Tab. 8. Caratteristiche fenotipiche dei 5 pazienti obesi portatori di mutazioni di MC4R

Etadi
Eta IMC s insorgenza a | Leptina | Sindrome Compor
@ni) | (Kgm?) | FEmIata o obesita | TOMA™ | gy | metabolica | aliment:
(anni)
sovrappeso(f+
Casol |31 59.0 m)iperlipidem | 8 3.9 36.1 Si Snacker
ia e diabete (f)
Cas02 |22 45.7 Obesita (f+m) | 10 13 9.1 No Snacker
Cas03 |19 47.7 Diabete (m) 10 1.7 52.9 Si -
Caso4 | 36 44.0 Obesita (f+m) | 18 39 43.3 Si BED
Cas05 |21 39.2 '(fgtens' "¢ 110 1.9 47.9 No -

a. HOMA: homeostasis model assessment; f, father; m, mother; WT, wild type.
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FIGURA 1: Secrezione di adipochine nell’adipocita
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FIGURA 2: Meccanismi d’azione della melanocortina
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FIGURA 3: Struttura del gene POMC
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