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RIASSUNTO

Il grasso intraddominale e sottocutaneo addominale correla piu strettamente del grasso totale,
espresso con I’Indice di massa corporea, con le complicanze metaboliche dell’obesita come
I’insulino-resistenza, il diabete mellito, I’ipertensione arteriosa, 1a dislipidemia ed in ultima
analisi con il rischio cardiovascolare globale. L’inflammazione subclinica rappresenta un
possibile legame tra obesita, diabete mellito tipo 2 e rischio cardiovascolare. La genesi di
queste condizioni e prettamente multifattoriale; sia fattori legati allo stile di vita, quali cattive
abitudini alimentari e riduzione dell’attivita fisica, sia il background genetico hanno un ruolo
determinante nell” influenzare la suscettibilita a queste malattie complesse. Attualmente non
ancora chiaro, per quanto riguarda I’ inflammazione subclinica, il ruolo della adiposita
addominale indipendentemente dalla adiposita generale sui valori di CRP, il principale
marcatore di inflammazione subclinica. Inoltre, anche se e noto che il 50% dei valori di CRP
sono geneticamente determinati, pochi studi sono stati condotti per valutare 1’associazione
della CRP con polimorfismi di geni candidati alla regolazione dell’inflammazione. Sono
invece molto numerosi gli studi che valutano 1’associazione di determinati polimorfismi, in
particolare il polimorfismo Prol2Ala di PPARY2, con 1’obesita e le complicanze del diabete;
tuttavia sono rari gli studi che valutano queste associazioni alla luce delle interazioni con i
fattori ambientali e con altri geni. | lavori prodotti durante questo triennio di dottorato hanno
dimostrato che il polimorfismo Pro12Ala di PPARY2, in soggetti con diabete tipo 2, e
associato ad una riduzione dell’escrezione urinaria di albumina ed ad una funzione renale
complessivamente migliore rispetto ai non portatori della mutazione, indipendentemente dai
principali fattori confondenti analizzati. La funzione protettiva sulla microalouminuria é stata
altresi confermata in una metanalisi effettuata su 6564 pazienti. La combinazione dei
genotipi ProPro di PPARy2 e di CT-TT di UCP3 ¢ in grado di individuare soggetti che, a

parita di dieta abituale, hanno un minore indice di massa corporea. L’ adiposita addominale €



associata ad una maggiore infiammazione subclinica, indipendentemente dall’indice di massa
corporea e questo puo essere uno dei meccanismi che spiegano 1’eccesso di rischio
cardiovascolare associato all’adiposita addominale aldila dei fattori di rischio tradizionali.
Abbiamo, infine, per la prima volta, dimostrato 1’associazione, significativa ed indipendente
dai principali fattori ambientali, tra la CRP e il polimorfismo GG di UCP2 , gene fortemente

canditato ad avere un ruolo nella infiammazione subclinica.



INTRODUZIONE

EPIDEMIOLOGIA DELL’OBESITA’ E DEL DIABETE MELLITO

TIPO 2.

L’obesita ¢ una malattia cronica ad eziologia multifattoriale caratterizzata da eccessivo peso
corporeo per accumulo di tessuto adiposo. L’obesita ¢ fortemente associata all’ ipertensione,
alle dislipidemie, a diverse forme di tumore, alle malattie respiratorie, alla calcolosi biliare,
ma in particolare alle malattie cardiovascolari e al diabete mellito tipo 2. E’ stimabile che
circa la meta dei soggetti obesi diventera diabetico.

Obesita e diabete mellito tipo 2, prima considerati problemi solo dei paesi ricchi, sono ora
drammaticamente in crescita anche nei paesi a basso e medio reddito. Attualmente nel mondo
ci sono circa 400 milioni di adulti obesi e 220 milioni di soggetti con diabete mellito di tipo 2,
numeri che sono destinati ad aumentare a 700 milioni e 366 milioni rispettivamente nel 2030
(WHO 2010, IDF 2010). In Italia dati dell’ISTAT, provenienti da archivi elettronici dei
medici di medicina generale e da alcuni studi basati sul consumo di farmaci antidiabetici,
indicano che la prevalenza della malattia ha superato il 5% (1). Su base nazionale questo
indica che i diabetici noti in Italia sono circa 3 milioni, oltre ai quali si aggiunge una guota
stimabile in circa un milione di persone che, pur avendo la malattia, non ne sono a
conoscenza. In Italia 1’obesita interessa 1’11.1% degli uomini e il 9.2% delle donne.

Sia il diabete che 1’obesita hanno un impatto sostanziale sulla mortalita; nel 2004 circa
112.000 morti negli Stati Uniti sono state attribuite ad un aumento delle malattie
cardiovascolari risultanti dalla obesita (2) e , nello stesso anno, le complicanze del diabete
sono state responsabili del 5% della mortalita globale (WHO 2010). Nel 2006 per la prima
volta nel mondo le morti per il sovrappeso sono state superiori a quelle legate al sottopeso e il
trattamento del diabete e delle complicanze dell’obesita e stato responsabile dell” 8% di tutte

le spese sanitarie della Comunita Europea. Nel 2010 il diabete ha determinato il 10-15% dei



costi dell’assistenza sanitaria in Italia. Ogni anno ci sono nel nostro paese circa 70.000
ricoveri per diabete causati principalmente da complicanze quali ictus cerebrale, infarto del
miocardio, retinopatia diabetica, insufficienza renale ed amputazione degli arti inferiori.
L’OMS ha inserito quindi il diabete ¢ I’obesita fra le patologie su cui maggiormente investire
per la prevenzione, dato il crescente peso assunto da queste patologie anche nei paesi in via di

sviluppo, e vista la possibilita di attuare misure preventive efficaci e di basso costo.

CLASSIFICAZIONE DELL’OBESITA’

L’Obesita viene attualmente classificata utilizzando 1’indice di massa corporea (BMI)
calcolato come il rapporto tra il peso in kg e 1’altezza in metri elevata al quadrato (kg/mz).
Nella popolazione adulta si definisce sovrappeso un valore di BMI compreso tra 25.0 e 29.9
Kg/m?, mentre valori >30 Kg/m? sono indicativi di obesita. Il BMI, tuttavia, non & la misura
antropometrica che correla meglio con il rischio di diabete, di malattie cardiovascolari e di
morte associati all’ obesita (3-4). Il grasso intraddominale e sottocutaneo addominale correla
piu strettamente con le complicanze metaboliche dell’obesita come 1’insulino-resistenza, il
diabete mellito, I’ipertensione arteriosa, 1a dislipidemia ed in ultima analisi con il rischio
cardiovascolare globale. Misure di adiposita addominale sono la circonferenza vita e il
rapporto circonferenza vita/circonferenza fianchi. Si definiscono soggetti con adiposita
addominale quelli che hanno una circonferenza vita > 102 cm negli uomini e > 88 cm nelle
donne o un rapporto vita/fianchi > 0.9 negli uomini e > 0.85 nelle donne (5) . L’ aumento di
rischio cardiometabolico globale e di diabete mellito tipo 2 legato all” adiposita addominale
non e del tutto noto ; meccanismi, poco esplorati , potrebbero spiegare la quota residua di
rischio aldila dei fattori di rischio tradizionali , uno di questi meccanismi potrebbe essere 1’

inflammazione subclinica (6)



INFIAMMAZIONE SUBCLINICA ED INSULINORESISTENZA

L’ infiltrazione di cellule del sistema immunitario nel tessuto adiposo conduce alla
inflammazione subclinica che € in parte responsabile della patogenesi dell” insulino —
resistenza nell” obesita (7).L’ insulino —resistenza € definita come un’inadeguata risposta da
parte dei tessuti sensibili all’insulina a normali livelli di insulinemia (8).Lo stato di
insulinoresistenza é caratterizzato dalla mancata inibizione della produzione epatica di
glucosio, da una ridotta captazione di glucosio da parte del muscolo scheletrico e da un
aumento della lipolisi, fenomeni che conducono ad iperglicemia (9). Un’ iperglicemia, anche
lieve, é causa di una stimolazione funzionale sul pancreas, che aumenta la produzione di
insulina (iperinsulinemia compensatoria). Cio mantiene, almeno inizialmente, normali i livelli
plasmatici di glucosio. Nei soggetti predisposti, dopo un certo periodo, I’incapacita delle
cellule B pancreatiche a continuare questa risposta di aumentato rilascio dell’ormone causa il
diabete.

Negli ultimi anni sono stati individuati alcuni dei meccanismi molecolari tramite cui I’
inflammazione subclinica cronica potrebbe causare insulino-resistenza . Le citochine
inflammatorie ed in particolare il TNF o ¢ 1’ IL6 riducono la trasmissione del segnale
insulinico e si associano ad insulino resistenza, diabete mellito tipo 2 ed incidenza di
complicanze macrovascolari in pazienti con diabete tipo 2 (10,11) . E’ stato dimostrato che
I’IL 6 e prodotta in maniera proporzionale all’espansione della massa adiposa, in particolare
del tessuto adiposo viscerale (12,13). L’ IL6 é il principale determinante della produzione
negli epatociti della Proteina C reattiva (CRP) . La CRP ¢ il marcatore di infiammazione
subclinica piu comunemente utilizzato ed & un marcatore di rischio cardiovascolare
indipendente anche dai valori di colesterolo LDL (14). La CRP inoltre & un predittore
indipendente di diabete mellito, di macroangiopatia e di complicanze microangiopatiche del

diabete quali la nefropatia diabetica e la neuropatia (15-20).



L’adiposita ¢ il principale determinante dei valori di CRP, ma non ¢ chiaro negli studi
precedentemente effettuati, se sia piu il grasso totale ad incrementare i valori di CRP o la sua
distribuzione, in particolare a livello addominale (21-24). La valutazione del ruolo
dell’adiposita addominale, indipendentemente da quella generale, sull’inflammazione
subclinica é utile in quanto puo fornirci una spiegazione dell’ aumento di rischio
cardiovascolare legato all” adiposita addominale non ancora spiegato dai classici fattori di
rischio. Oltre all’adiposita, fattori genetici hanno un ruolo fondamentale nel determinismo dei
valori di CRP; é stimabile, infatti, che il 50% dei valori di CRP siano geneticamente

determinati (25,26).

EZIOPATOGENESI DELL’OBESITA’: Ruolo dei Fattori di rischio

ambientali e genetici

La genesi dell’obesita ¢ prettamente multifattoriale. Fattori legati allo stile di vita, quali
cattive abitudini alimentari e riduzione dell’attivita fisica, sono risultati associati all” aumento
della prevalenza della obesita e del diabete mellito tipo 2. In particolare una dieta occidentale
ad alta densita calorica, ricca di carne rossa, cibi raffinati, grassi saturi e trans incrementa il
rischio di obesita e diabete mellito tipo 2 (27)

E’ noto, comunque, che alcuni soggetti sono piu suscettibili agli effetti deleteri di uno stile di
vita shagliato rispetto ad altri; un gene o una combinazione di geni puo rendere un soggetto
piu suscettibile ad un determinato ambiente (28). Gli studi condotti su gemelli ci forniscono
un interessante dimostrazione del ruolo della genetica nel determinismo del peso corporeo . E’
stata ,infatti, dimostrata una concordanza del BMI tra le coppie di monozigoti cresciuti e
vissuti in ambienti differenti, inoltre la concordanza del BMI e molto maggiore con i genitori
biologici che con i genitori adottivi. E” stimato che almeno il 50% della variabilita

interindividuale del BMI ¢ legata a fattori genetici (29). Esistono singole mutazioni che



causano obesita (obesita monogenica), tuttavia queste forme di obesita sono rare, molto
severe, e in genere hanno inizio durante 1’infanzia.

Nelle forme comuni di obesita (obesita poligenica) sembra probabile che numerosi varianti
genetiche interagiscono con un ambiente “a rischio”. Il contributo di ogni singolo gene
coinvolto, preso singolarmente, sembra essere modesto, tuttavia la combinazione di diversi
geni, in presenza di condizione ambientali predisponenti, puo spiegare gran parte del fenotipo
clinico in esame.

Lo studio della genetica delle malattie complesse puo essere molto utile sia a livello di
popolazione, per permettere di indirizzare le politiche di salute di un paese, sia per I’
individuo, perché la conoscenza di una predisposizione puo guidare interventi mirati e
precoci; inoltre I’approfondimento della genetica delle malattie complesse puo migliorare la
conoscenza della funzione di determinati geni e del motivo per cui I’ evoluzione li ha
selezionati fino ad oggi.

I geni che maggiormente sono stati correlati all’ obesita sono quelli che regolano I’
adipogenesi ,in particolare il PPARY , la respirazione mitocondriale, in particolare ’'UCP3 e
1’ UCP2, il turnover lipidico, la funzione autocrina ed endocrina del tessuto adiposo( 30).

(Tabella 1)



Table 1 Candidate genes for common obesity in human adipose tissue

Chromosome Sene Chromosome Gene
Adipog enesis Mitochondrion and enerq y expenditu re
1g1.2 LA LA 4p15.1 PCCTA
Z2pZ1 Lipin 4028931 UCP1
2q14.1 IMSHG 2 5032 PCCTE
3p25—p2 PPARG 1113 UCp2
5031.3 R 11913 UCP3
12913 WHTTO 11913 ESRRA
1 6q22-16024 FOXC2 18p11.2 CIDEA
17p11.2 SREEP1

Lipid turnover Adiporines

5032-q3 ADRBE2 1921 IL&R
Bpl2—pl11.2 ADRE3 3027 APMT
10g24—q26 ADRBE1 6p21.3 THEA
12p13 B3 pl IL&
15026 PLIM fq21.3—qg22 Fal-1
19913 HSL fg22.2 Wisfatin
Insulin signalling fq31.3 Leptin
327 AHSG 1%p1 3.2 Resistin
Gq22-q2 EMPP1

10g23.3-q24.1 SOREBEST

Bold text denotes strong candidate genes for obesity based on established
function in adipocytes and/or strong evidence of genetic association.

PPARS

| PPARs sono membri di una superfamiglia di recettori nucleari, la cui attivita e regolata dal
legame diretto con steroidi, ormoni tiroidei, vitamine, metaboliti lipidici.

Sono stati descritti tre sottotipi di PPARs: PPARa, PPARY, PPARS.

| PPARo e i PPARS regolano i geni coinvolti nel metabolismo lipidico e, i fibrati, farmaci
comunemente utilizzati per il trattamento delle dislipidemie, sono ligandi del PPARa. Di
PPARYy, a causa di un processo di splicing alternativo, si conoscono 4 isoforme y1, v2, v3, v4,
di queste la y2 contiene un esone addizionale di 28 amminoacidi all’ N terminale ed &
particolarmente espresso a livello del tessuto adiposo. I ligandi naturali del PPARYy sono gli

acidi grassi e gli ecosanoidi , i ligandi sintetici includono i glitazonici, farmaci utilizzati per
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ridurre I’ insulino resistenza e 1” iperglicemia nei pazienti diabetici di tipo 2 (31). Il PPARy
promuove la differenziazione dei preadipociti ad adipociti maturi; inoltre favorisce I’'uptake
di acidi grassi circolanti nel tessuto adiposo migliorando I’ insulinoresistenza.

Recenti osservazioni hanno mostrato che topi knock-out per il PPARy non sviluppano il
tessuto adiposo, a dimostrazione che il PPARY é essenziale per la formazione di nuovi
adipociti (32). Nell’uomo, i livelli di mRNA del PPARY sono incrementati negli adipociti di
soggetti obesi, mentre 1’espressione del PPARY é ridotta nel tessuto adiposo viscerale di
soggetti magri (33). Pertanto, esso € un gene candidato per la regolazione del peso corporeo,
ed interessante per gli studi di interazione geni-dieta (34). A carico del PPARY2 sono state
individuate diverse mutazioni (Figura 1) tra cui una mutazione missense risultante in una
sostituzione di una Prolina con una Alanina al codone 12 (Pro12Ala) é relativamente piu

frequente (35).

Figura 1 : Mutazioni al locus del PPARYy2

Ligand

independent bD::A ;.'gg.mj
activation dm ng dm ng
domain omain omain
PPARy1 N T }C 477 aa
PPARy2 N-H] | [}C 5052a
Pro12Ala  Pro115Gin Val290Met Prod467Leu
reduced function gain of function loss of function

less insulin resistance
obesity ?
(very common)

not insulin resistant
obese subjects
(very rare)

insulin resistant
lean subjects
(only 3 cases)
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Questa variante genetica, che rende il recettore meno attivo per i ligandi naturali e sintetici, ha
mostrato influenzare con risultati contrastanti la regolazione del peso corporeo (36), la
risposta alla dieta (37,38), la suscettibilita al diabete mellito tipo 2 (39,40) e alla nefropatia

diabetica (41-43)

PROTEINE DISACCOPPIANTI :UCP3 E UCP2

Negli organismi eucarioti a livello dei mitocondri avviene 1’ossidazione dei substrati. La
catena di trasporto degli elettroni é situata nella membrana interna dei mitocondri, all'interno
dei quali accetta atomi di idrogeno dalle molecole donatrici, e trasporta gli elettroni, attraverso
i vari complessi, verso l'accettore finale e cioé I'ossigeno. | vari trasportatori sono disposti in
maniera tale da avere potenziali di riduzione crescenti e per questo motivo gli elettroni,
venendo trasportati, passano da uno stato energetico piu alto ad uno stato energetico pit basso
con conseguente liberazione di energia, la quale verra utilizzata in parte per la sintesi di ATP.
Le proteine disaccoppianti (UCP) sono localizzate a livello della membrana interna del
mitocondrio e hanno la funzione di dissipare il gradiente transmembrana riducendo la
formazione di ATP, rilasciando energia solo sotto forma di calore (44)

Esistono 5 membri della famiglia delle uncoupling proteins ,da UCP1 a UCP 5, di queste
I’UCP3 ¢ espressa maggiormente a livello del tessuto muscolare scheletrico, 1l sito maggiore
della termogenesi negli esseri umani, e cio la rende particolarmente interessante per gli sulla
regolazione del peso e sul metabolismo energetico .Un polimorfismo risultante in una
sostituzione in posizione 55 di una Alanina con una Valina é stato associato ad un incremento
del 58% dell’espressione dell”’ mRNA di UCP3 nel muscolo scheletrico degli Indiani Pima e
si e dimostrato correlare positivamente con il metabolismo basale e negativamente con il BMI
(45,46). Oltre al noto ruolo nella termogenesi UCP3 ha un ruolo chiave nell’ ossidazione dei

lipidi e nel frazionamento dell’ energia(47,48)
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L UCP 2 e espresso in particolare nella milza, nel polmone, macrofagi e cellule T,e questo
suggerisce un suo particolare ruolo , oltre che nel metabolismo,nella regolazione della
inflammazione e della immunita (49). Inoltre I’UCP 2 agisce come down regolatore della
produzione dei radicali liberi dell’ossigeno (ROS), che inducono danno endoteliale, che, a
sua volta, promuove il processo di aterosclerosi(50,51). I ROS, inoltre, aumentano la
trascrizione di NFKB, che regola la produzione di citochine infiammatorie quali IL1, IL6 ed
IL 8 (52) . Il polimorfismo G(-866)A di UCP2 ¢ un polimorfismo funzionale con I’ allele G
associato ad una riduzione dell’ espressione di mRNA , suggerendo una ridotta protezione
dalla produzione di ROS e quindi uno stato proinfiammatorio e lo sviluppo e la progressione
dell” aterosclerosi; questo polimorfismo é stato altresi associato ad un aumentato rischio di
obesita, di malattie infiammatorie croniche e aumento del rischio cardiovascolare nei

pazienti con diabete mellito tipo 2 (53-55).

INTERAZIONI GENE-AMBIENTE E GENE-GENE

Gli studi che esaminano 1’associazione di un gene con una malattia complessa si limitano
spesso a valutare la frequenza di un determinato allele polimorfico nel gruppo dei soggetti
affetti dalla patologia confrontato con i non affetti. I risultati di questi studi sono spesso non
replicabili, perché hanno un potere statistico non sufficiente, sono condotti in soggetti di etnie
diverse e soprattutto non considerano le interazioni tra fattori genetici ed ambientali e tra piu
geni tra di loro. La non corretta valutazione dei fattori ambientali puo condurre ad un’errata
stima del rischio di patologia, perché un polimorfismo, che mostra non aver alcun effetto sulla
patologia esaminata in determinate condizioni ambientali, potrebbe avere un importante ruolo
in altre condizioni (56). Ad esempio é stato dimostrato, in un nostro precedente studio(38),
che il polimorfismo Prol2Ala era associato ad un maggiore BMI rispetto ai non portatori del
polimorfismo solo in presenza di un ambiente “ obesogeno”, cio¢ solo quando i soggetti si
trovavano nel quartile piu elevato di assunzione calorica e non quando introducevano meno
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calorie con la dieta. Inoltre un polimorfismo che preso singolarmente puo influenzare
scarsamente la patologia in esame, in combinazione con polimorfismi di altri geni puo

spiegare una buona parte della variabilita del tratto in esame.
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SCOPI

Da quanto detto finora si evince 1’ importanza della inflammazione subclinica come possibile
legame tra obesita, diabete mellito tipo 2 e rischio cardiovascolare; inoltre si evince il ruolo
fondamentale del background genetico nell” influenzare la suscettibilita a queste malattie
complesse. Attualmente non e ancora chiaro, per quanto riguarda 1’ infiammazione subclinica,
il ruolo della adiposita addominale indipendentemente dalla adiposita generale sui valori di
CRP. Inoltre, anche se & noto che il 50% dei valori di CRP sono geneticamente determinati ,
pochi studi sono stati condotti per valutare 1’ associazione della CRP con polimorfismi di geni
candidati alla regolazione della inflammazione. Sono invece molto numerosi gli studi che
valutano 1’associazione di determinati polimorfismi, in particolare il Pro12Ala ,con I’ obesita
e le complicanze del diabete; tuttavia sono rari gli studi che valutano queste associazioni alla
luce delle interazioni con i fattori ambientali e con altri geni. Per questo motivo la mia attivita
di ricerca durante questo triennio di dottorato si é focalizzata, per quanto riguarda I’
inflammazione subclinica, nella valutazione:

1) dell’effetto indipendente sui valori di proteina C reattiva, il principale marcatore dell’
inflammazione subclinica , della adiposita generale e addominale.

2) dell’associazione tra CRP ¢ il polimorfismo G(-866)A di UCP2, gene candidato ad avere
un ruolo nella inflammazione.

Per quanto riguarda, invece ,I’associazione tra il Pro12Ala di PPARY2 con I’ obesita ¢ le
complicanze del diabete abbiamo valutato in una popolazione di soggetti con diabete mellito
tipo 2:

1) T’associazione di questo polimorfismo con la nefropatia diabetica
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2) I’ effetto del Pro12Ala sul BMI indipendentemente e combinato al polimorfismo-55
CT-TT di UCP 3.
Sono state valutate attentamente in questi studi le variabili ambientali, in particolare la dieta

abituale dei soggetti in studio, I’attivita fisica e 1’uso di farmaci.

Per raggiungere questi obiettivi, sono stati effettuati 5 studi di cui riportero i dettagli nei

capitoli seguenti. Gli studi effettuati hanno dato luogo a 4 lavori pubblicati ed 1 sottomesso ad

una rivista scientifica, ancora non pubblicato (riportati in appendice).
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METODI

Nei diversi studi sono state valutate :

Variabili antropometriche. L’altezza ¢ il peso sono stati misurati senza scarpe, in accordo
con un protocollo standard. E’ stato calcolato il BMI (peso (kg) / altezza (m? ). La
circonferenza vita e stata misurata a livello della naturale depressione tra la decima costa e la
cresta iliaca, a fine espirazione. E’stata misurata la circonferenza fianchi.

Pressione arteriosa. La pressione arteriosa e stata misurata al braccio destro in posizione
supina, dopo cinque minuti di riposo; sono state effettuate tre letture, e nelle analisi é stata
utilizzata la loro media.

Variabili biochimiche. La glicemia a digiuno, i trigliceridi, il colesterolo totale ¢ ’HDL
sono stati misurati con metodi enzimatico-colorimetrici di routine. | valori di LDL-
colesterolo sono stati calcolati con la formula di Friedewald per soggetti con trigliceridi < 400
mg/dl. L’emoglobina glicosilata ¢ stata determinata con HPLC. L’ insulina ¢ stata misurata
con metodo radioimmunologico con doppio anticorpo. HOMA IR e stato calcolato come
[Insulina (WU/mL) x Glicemia (mmol/L)] /22,5.

La microalbuminuria é stata misurata in una singola occasione sulle urine del mattino con il
metodo ELISA ed ¢ stata espressa come rapporto albumina/creatinina; sono state misurate 1’
urea e la creatinina plasmatiche, il filtrato glomerulare é stato stimato mediante la formula
MRDR (Modification of Diet in renal disease) (57).

La CRP é stata misurata con un metodo ad elevata sensibilita (Tina—Quant, Roche/Hitachi
904) su campioni congelati di plasma trattato con EDTA.

Abitudini alimentari. La dieta abituale, definita come media dell’introito dell’anno
precedente, € stata valutata utilizzando un questionario standardizzato e validato di tipo food
frequency, con 138 diversi alimenti, somministrato da dietiste esperte (58,59 ). In breve,
veniva chiesto ai pazienti in media quanto spesso consumassero una porzione di un dato

alimento nell’ anno precedente. L’ assunzione di un dato nutriente veniva calcolata
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moltiplicando la quantita di quel nutriente contenuta in una specifica porzione di alimento per
la frequenza del suo consumo. | valori di energia e nutrienti dei cibi sono stati presi dalle
tabelle dell” Istituto Europeo di Oncologia (60). Sono stati calcolati: 1’introito energetico,
(Kcal/giorno), i grassi totali, saturi and polinsaturi (g/giorno) e il rapporto
polinsaturi/saturi(P/S).

Attivita fisica. La spesa energetica legata all’ attivita fisica ¢ stata valutata mediante un
questionario standardizzato (61). Ai partecipanti € stato chiesto di compilare un questionario
sulla loro abituale attivita fisica sia al lavoro che durante il tempo libero, considerando quattro
incrementali livelli di attivita. Per gli scopi analitici i soggetti che si trovavano ai due livelli
piu bassi di attivita fisica venivano definiti “sedentari “, quelli nei due livelli piu alti venivano
definiti “attivi”. L’ utilizzo dei farmaci ¢ stato chiesto nell’ intervista.

Genotipizzazione. Il DNA e stato isolato dal sangue intero usando il Biorobot EZ1 Qiagen.
Tutti i soggetti sono stati genotipizzati per i polimorfismi 55C/T (rs1800849) nella regione del
promotore dell’UCP3, per il polimorfismo Prol2Ala (rs1801282) nel primo esone di PPARY2
e per il polimorfismo G(-866)A (rs659399) nella regione del promotore dell’UCP2 con la
polymerase chain reaction (PCR) utilizzando Realtime su ABI PRISM 7000 (PE Applied
Biosystem). Per assicurare I’accuratezza della genotipizzazione il laboratorio ha ricevuto 18

campioni (5%) duplicati in cieco, che sono risultati totalmente concordanti.
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ANALISI STATISTICHE

| dati sono riportati come media + deviazione standard o come percentuali. Le analisi delle
variabili distribuite in maniera non normale sono state effettuate dopo la trasformazione
logaritmica, al fine di normalizzarne la distribuzione. Il test X? goodness-of-fit test & stato
utilizzato per valutare la deviazione delle frequenze dei genotipi dall’ equilibrio di Hardy-
Weinberg. La correlazione tra le variabili ¢ stata valutata mediante I’analisi di correlazione di
Pearson. Il confronto tra le medie e stato eseguito mediante T Test per dati non appaiati 0
analisi della varianza. 1l confronto delle proporzioni € stato eseguito mediante le tavole di
contingenza e ’analisi del X? Analisi di regressione lineare o logistica sono state utilizzare
per valutare 1’ effetto indipendente sulla variabile dipendente del genotipo e delle principali
variabili analizzate. Nella metanalisi 1’ eterogeneita degli studi ¢ la possibile presenza di bias
di selezione sono stati valutati mediante il Cochran’s Q test e la regressione lineare di Egger.
Il Random effects model e la metaregressione sono stati utilizzati per stimare gli Odds ratio e
per esplorare 1’ eterogeneita. Gli Odds ratio sono presentati con i limiti di confidenza (Cl) al
95%. La significativita statistica é stata definita con valori di p < 0.05. Le analisi statistiche
sono state condotte con SPSS for Windows (Statistical Package for Social Science (SPSS) for

Windows version 16.0 ) e con Comprehensive Meta-Analysis(Biostat).
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STUDIO 1

L’adiposita addominale ¢ associata ad elevati livelli di Proteina C Reattiva
indipendentemente dall’indice di massa corporea in soggetti sani e non obesi.

(Lavoro pubblicato su Diabetes Care 2009; 32(9):1734-6)

INTRODUZIONE

Molti studi hanno dimostrato che misure di adiposita addominale quali la circonferenza vita e
il rapporto circonferenza vita/ circonferenza fianchi sono maggiormente associate al rischio di
diabete e di malattie cardiovascolari rispetto a misure di adiposita generale come 1’ indice di
massa corporea (3,4). L’ aumento di rischio cardiometabolico associato all’obesita
addominale e solamente in parte spiegato dai maggiori fattori di rischio cardiovascolari, un
importante ruolo aggiuntivo puo essere attribuito all’ infiammazione subclinica (5). Tra i
marker di inflammazione subclinica la Proteina C reattiva (CRP) é quella che meglio predice
il rischio cardiovascolare, predicendo eventi cardiovascolari, anche in soggetti che non hanno
valori di colesterolo aumentato (14). Diversi studi hanno valutato la relazione della CRP con
gli indici di adiposita addominale e generale, ma non hanno chiarito il contributo indipendente
di ciascuna di esse , anche perché gli studi erano stati condotti su pazienti obesi, nei quali e
piu difficilmente valutabile il diverso impatto dell’ adiposita addominale e generale (21-24).
Lo scopo del nostro lavoro é stato quello di valutare I’impatto dell’adiposita addominale sui
livelli plasmatici di CRP indipendentemente dalla adiposita generale in un gruppo di soggetti

sani, non obesi.
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SOGGETTI

Abbiamo utilizzato un modello di tipo caso-controllo. Da una popolazione di 1252 lavoratori
di una Societa telefonica di Napoli, che hanno partecipato ad un programma di screening
cardiovascolare, abbiamo selezionato 350 soggetti consecutivi con adiposita addominale
(casi) definita come un rapporto vita/fianchi >0.9 negli uomini e >0.85 nelle donne e 199
soggetti senza adiposita addominale (controlli) definita come un rapporto vita/fianchi <0.9
negli uomini e <0.85 nelle donne ; i due gruppi sono stati selezionati in modo che fossero
comparabili per BMI (£ 1 kg/m?), eta (£ 5 anni) e sesso. | criteri di esclusione sono stati:
diabete, BMI>35 0 <20 kg/m?, uso di statine o farmaci antinfiammatori non steroidei,
infezioni acute o croniche, e precedente malattia cardiovascolare

RISULTATI

Per effetto della selezione effettuata non vi erano differenze tra i casi e i controlli né di eta , né
di BMI, mentre la circonferenza vita e il rapporto vita/fianchi erano significativamente
maggiori nei casi . La CRP era correlata significativamente con il BMI sia nei casi (r=0.23,
p<0.01) che nei controlli (r= 0.17, p<0.02). La CRP era significativamente piu elevata in
soggetti con adiposita addominale rispetto a soggetti senza adiposita addominale a parita di
indice di massa corporea. In accordo con questo dato, anche la proporzione di soggetti con
CRP> 3 mg/L, valore che in molti studi prospettici & stato associato ad un elevato rischio
cardiovascolare, era significativamente piu elevato nei casi che nei controlli (Tabella 2).
Inoltre i soggetti con adiposita addominale avevano un profilo cardiometabolico peggiore
paragonato ai soggetti senza adiposita addominale, ma con il medesimo indice di massa
corporea. In particolare i soggetti con adiposita addominale avevano valori significativamente
piu alti di trigliceridi, pressione arteriosa, uricemia , HOMA-IR; valori significativamente piu

bassi di colesterolo HDL ed una prevalenza doppia di sindrome metabolica (Tabella 2).
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Tabella 2 : Valori di CRP e profilo di

adiposita addominale

rischio cardiovascolare in soggetti con e senza

Without visceral With visceral
adiposity adiposity I3

n 199 250

Age (years) 449+ 64 447 £ 62 N5
Male sex 76 4 857 001
BMI (kg'm?) 248+25 247 +22 NS
Walst circumference (crm) B23X£67 Q64 £ 6.0 001
WHE 08> 005 1oy 008 0.0l
CRF (mg/dl} 1533174 19a *+ 216 0.04
HDL cholesterol (mg/dl) 496 = 128 45329 *F 124 0.0l
Triglycerides (rog/dl) 116 £ 59 149 £ 81 0.01
Uric acid (mg/dl) 45=*x11 48*X156 0.0l
Systolic blood pressure (mmHg) 122 £ 15 125 £ 16 0.02
Diastolic blood pressure (mmHg) 84 + 9 87 + 9 0.01
HOMA-IR 177 =090 log+1721 0.0z
Fibrinogen (rg/dl) 202 a2 295 + a4l N5
Proportion with CRP >3 mg/dl 101 214 0.01
Current smokers 508 52.0 N5
Forrer smokers 226 271 N5
Proportion with metabolic syndrome 101 259 0.01

Data are means * 5D or % unless otherwise indicated. NS, not significant.

L’analisi multivariata confermava una significativa associazione tra CRP ed adiposita

addominale indipendentemente da BMI, sesso, eta e fattori di rischio cardiovascolare.
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DISCUSSIONE

Il nostro studio ha dimostrato che in soggetti non obesi la CRP e significativamente associata
all’adiposita addominale indipendentemente dal BMI. Inoltre i soggetti con adiposita
addominale presentano, come atteso, un peggiore profilo di rischio cardiovascolare, anche a
parita di BMI. L’ aumento dell’inflammazione subclinica nei soggetti con adiposita
addominale puo in parte spiegare 1’eccesso di rischio cardiovascolare associato a questo tipo
di adiposita. Il BMI correla, nel nostro studio, significativamente con la CRP sia nei casi che
nei controlli, questo dato e in accordo con i dati della letteratura e conferisce consistenza ai
nostri risultati. 11 modello di tipo caso-controllo usato nello studio e particolarmente efficiente
per correggere per BMI e non é stato utilizzato negli studi precedenti.

La CRP e un marcatore di rischio cardiovascolare anche nei soggetti con valori colesterolo
LDL non elevato (14), poiché le statine riducono sia la CRP, che il colesterolo, la misurazione
di questo biomarker puo essere utile per identificare quali soggetti possono beneficiare delle
statine, aldila dei loro effetti ipocolesterolemizzanti. Inoltre, data la forte associazione tra
rapporto vita fianchi e CRP, indipendentemente dal BMI, e, vista la difficolta della
misurazione routinaria della CRP, il rapporto vita- fianchi ,eseguibile molto facilmente,
potrebbe essere utilizzato per selezionare quei pazienti nei quali € piu appropriato misurare la
CRP. I nostri risultati supportano, inoltre, le raccomandazioni di misurare sempre nei soggetti
con indice di massa corporea tra 25.0-34.9 la circonferenza vita o il rapporto vita/fianchi al

fine di individuare i soggetti con rischio cardiovascolare piu aumentato .
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STUDIO 2

Il polimorfismo -866 G/A di UCP2 ¢ associato con livelli plasmatici di proteina C
reattiva in soggetti con diabete tipo 2

(Lavoro pubblicato su Cardiovascular Diabetology 2010, 9:68)

INTRODUZIONE

La proteina C reattiva ¢ una proteina della fase acuta dell’ infiammazione sintetizzata dal
fegato ed & un marker indipendente di malattia cardiovascolare (14). Anche se 1’adiposita, in
particolare quella addominale,come noi stessi abbiamo dimostrato, € il principale
determinante dei valori della CRP, vi sono evidenze, specialmente in studi condotti su
gemelli monozigoti , che il 35-50% della variabilita della CRP sia geneticamente determinata.
(25,26)

L’ UCP2 ¢ una proteina mitocondriale disaccoppiante che agisce anche come down
regolatore della produzione di radicali liberi dell’ossigeno (ROS), che hanno un ruolo chiave
nello sviluppo e progressione dell’aterosclerosi (50). Il polimorfismo G(-866)A di UCP2 € un
polimorfismo funzionale con I’ allele G associato ad una riduzione dell” espressione di
MRNA, suggerendo una ridotta protezione dalla produzione di ROS ; questo polimorfismo e
stato altresi associato ad un aumentato rischio di malattie infiammatorie croniche e aumento
del rischio cardiovascolare nei pazienti con diabete mellito tipo 2 (53-55). Lo scopo del nostro
lavoro é stato quello di valutare la relazione tra CRP e il polimorfismo G(-866)A di UCP2,
relazione mai esplorata in letteratura, che ci puo aiutare nella comprensione dei possibili

meccanismi che legano questo polimorfismo e il rischio cardiovascolare.
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SOGGETTI

Abbiamo reclutato presso due centri italiani (Napoli e Torino) 383 pazienti consecutivi con
diabete mellito tipo 2, che afferivano all’ ambulatorio per lo screening delle complicanze del
diabete. Criteri di inclusione erano il diabete mellito tipo 2 secondo la classificazione WHO
ed un’ eta compresa tra 40-70 anni. Abbiamo escluso soggetti con insufficienza renale o
epatica, malattie autoimmuni, uso di statine o farmaci antinfiammatori non steroidei, infezioni

acute o croniche, e precedente malattia cardiovascolare.

RISULTATI

La distribuzione del genotipi di UCP2 era all’ equilibrio di Hardy Weinberg . 10.2% dei
partecipanti erano AA, 41.5 % erano AG e 48.3% erano GG. Come e possibile osservare nella
figura 2 la CRP si incrementava progressivamente e significativamente nei 3 genotipi essendo
pil bassa per i soggetti con il genotipo AA, intermedia in quelli con AG, e piu alta in quelli

con il genotipo GG, suggerendo un effetto gene-dose.
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Figura 2 : Concentrazione della CRP secondo il genotipo di UCP2

p for trend =0.03

hs-CRP (mg/L)

AG
UCP2 Genotype

Nelle analisi successive, per la scarsa numerosita dei soggetti con genotipo AA, abbiamo
considerato i soggetti AA e AG come un unico gruppo. Abbiamo dimostrato che i soggetti
con genotipo GG rispetto a quelli con AA+AG avevano valori di CRP significativamente piu
elevati, ed una maggiore proporzione di soggetti con CRP > 2 mg/L, valore associato in
letteratura ad un aumento del rischio cardiovascolare. | pazienti portatori del genotipo GG e
non portatori erano per il resto perfettamente comparabili in termini di eta, sesso,
antropometria, compenso glicemico,lipidi plasmatici, fumo di sigaretta o terapia

ipoglicemizzante (Tabella 3).
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Tabella 3: Caratteristiche dei partecipanti secondo il genotipo di UCP2

UCP 2 G(-866)A palymarphism AA+AG (N 198) GG (N 185) P
Age (years) 582+75 580+ &2 078
Males (%) 525 475 022
BMI (kg/m?) 305459 309458 046
Waist circumference {(cm) 1009+ 119 1012 £120 082
Total chelestercl {(mg/dl) 1979 +£ 379 2057 +£ 439 0.09
HOL cholesteral {mg/dl) 484 + 117 486+ 124 093
Trighycerides (mg/d) 1498 + 1008 1468 + 913 075
HEATC (%) 74+17 74217 078

Hs-CRP {ma/D 35147 48153 00
Proportion {(3) with hs-CRP > 2 mg/L 46.] 539 001
Current smakers {4) 470 368 Q.10
Metformin (%) 256 297 048

Insulin secretagogues 193 250 061
Insulin %) 545 453 034

Anche I’analisi multivariata ci confermava il ruolo significativo sui valori di CRP del

polimorfismo G(-866)A di UCP2 indipendente dai principali fattori confondenti analizzati.

Veniva altresi riconfermata in questa analisi 1’ effetto significativo ed indipendente della

adiposita addominale e del sesso sui valori di CRP (Tabella 4). Si otteneva lo stesso risultato,

se nel modello si inseriva il BMI al posto della circonferenza vita.
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Tabella 4:Associazione indipendente della CRP con il genotipo di UCP2 e altre variabili

rilevanti
Dependent variable: hs-CRP

Independent variables 8 Se B p
Age (years) 0.001 0.001 0.291
Gender (M%) 0.031 0012 0008
Waist circumference (em) 0003 0.001 0.001
HbA1¢ (%) 0.006 0.003 0083
UCP2 AG-GG/GG 0024 0012 0037
Centre (Naples/Turin) 0.008 0013 0.540

DISCUSSIONE

Lo studio dimostra che i portatori del genotipo GG di UCP2 hanno valori significativamente
piu elevati di inflammazione subclinica indipendentemente dall’ adiposita generale ed
addominale, dal controllo glicemico e dalle altre variabili analizzate. 11 fatto che 1’ allele G
riduca I’ espressione dell”’ mRNA di UCP 2 ,con conseguente riduzione dalla protezione dei
ROS, rende biologicamente plausibile i nostri risultati (50). L’ allele G di UCP2 é stato
altresi associato ad un aumento di rischio cardiovascolare in pazienti con diabete mellito tipo
2 (55) .11 nostro lavoro ¢ il primo che dimostra che 1” allele GG di UCP 2 ¢ associato ad
maggiori livelli di CRP,ed & in accordo con 2 precedenti lavori, uno condotto in una
popolazione di bambini ed adolescenti sani, che dimostra che 1’ allele GG ¢ associato a
maggiore infiammazione subclinica (62); 1’altro dimostra su 2 ampie coorti di pazienti con
diabete mellito tipo 2 che 1" allele GG ¢ associato ad un aumento del rischio cardiovascolare

indipendentemente da altri fattori confondenti (55). In ambo i lavori , pero, la CRP non e stata
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misurata. 1l nostro risultato di un aumento nei soggetti con il polimorfismo GG di UCP2
della inflammazione subclinica indipendentemente da tutte le altre variabili confondenti
esplorate puo suggerirci uno dei possibili meccanismi che legano questo polimorfismo al

rischio cardiovascolare.
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STUDIO 3

Il polimorfismo Prol2Ala di PPAR Gamma 2 é associato alla nefropatia diabetica in
pazienti con diabete mellito tipo 2

( Lavoro pubblicato su Diabetes Care. 2010;33(8):e114).

INTRODUZIONE

La nefropatia diabetica € una delle principali cause di insufficienza renale terminale e di
dialisi. Le evidenze che la nefropatia presenti un’aggregazione familiare e una maggiore
prevalenza in specifici gruppi etnici ci suggeriscono che fattori genetici hanno un importante
ruolo nel rischio di sviluppo di questa complicanza (63-64). Il polimorfismo comune
Prol2Ala del PPARYy é stato studiato in relazione alla nefropatia diabetica in diversi studi con
risultati discordanti ed inoltre in questi studi si & valutato come indice di nefropatia solo la
microalbuminuria (41-43). Recentemente e stato pubblicato uno studio su una coorte di
pazienti diabetici Cinesi che ha dimostrato che i portatori del Prol2Ala hanno un minor
rischio di nefropatia diabetica definita come presenza di micro o macroalbuminuria
(escrezione urinaria di albumina > 30 mg/24 ore) ( 65). Lo scopo del nostro lavoro é stato
quello prima di tutto di analizzare la relazione tra il polimorfismo Prol2Ala del PPARy e la
nefropatia diabetica in una popolazione di pazienti con diabete mellito tipo 2 Caucasici, cioe
un’ etnia con una minore prevalenza di nefropatia e una maggiore frequenza di portatori del
polimorfismo Prol2Ala rispetto alla popolazione Cinese. Inoltre abbiamo voluto analizzare
non solo I’ albuminuria, ma anche altri indici di funzione renale quali 1’ urea, la creatinina e
il filtrato glomerulare calcolato (GFR), calcolato con la formula MDRD (Modification of Diet

in renal disease) (57).
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SOGGETTI

Abbiamo studiato 750 soggetti consecutivi con diabete di tipo 2, 357 donne (48%) e 393
uomini (52%), afferenti al nostro ambulatorio per lo screening delle complicanze del diabete.
Criteri di inclusione erano il diabete mellito tipo 2 secondo la classificazione WHO ed un’ eta

compresa tra 40-75 anni

RISULTATI

La frequenza dei genotipi era all’equilibrio di Hardy Weinberg; la proporzione di portatori del
polimorfismo Prol2Ala era del 12.1%, simile cioé a quella osservata in altre popolazioni
Caucasiche .Come si vede dalla tabella 5 i portatori del polimorfismo Prol12Ala avevano non
solo una minore escrezione urinaria di albumina, ma anche valori significativamente piu bassi
di urea, creatinina e un GFR piu elevato rispetto ai non portatori del polimorfismo; inoltre la
proporzione di soggetti con una lieve insufficienza renale (i.e. creatinina >1.2 mg/dl e GFR <

60 ml/min/1.73 m?) era significativamente pill bassa nei portatori del polimorfismo.
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Tabella 5 : Microalbuminuria e parametri di funzionalita renale secondo il genotipo di

PPARYy
PRO/PRO (n =660) PRO/ALA (n=90)
Microalbuminuria (ng/ml) 72,5+256,7 40,7£78,1 *
Creatininemia (mg/dl) 0,85+0,4 0,78+0,2 *
Urea (mg/dl) 39,5+£12,6 36,3+86.0 *
GFR (ml/min/1.73 m2) 94,4+229 97,6+22,9 *
% Soggetti con IR 8,1% 2.2% *

(GFR< 60 o creatinina > 1.2)

*P<0,05

Abbiamo analizzato i possibili fattori confondenti che potessero rendere ragione di queste
differenze e abbiamo mostrato che i portatori della mutazione erano perfettamente
sovrapponibili ai non portatori in termini di eta , durata del diabete, indici antropometrici,
pressione arteriosa, compenso glicemico, lipidi plasmatici, proporzione di soggetti fumatori o
in terapia con antiipertensivi o ipoglicemizzanti. Anche la CRP, marker di inflammazione
subclinica, ¢ I’ HOMA, indice di insulinoresistenza , due condizioni associate sia allo
sviluppo di nefropatia che al polimorfismo, non erano significativamente diverse tra portatori

e non portatori del polimorfismo (Tabella 6).
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Tabella 6 Caratteristiche dei partecipanti secondo il il genotipo di PPARYy

PRO/PRO (n=660)

PRO/ALA (n=90)

Eta’(anni)

Durata del diabete (anni)
BMI (kg/m2)
Circonferenza vita (cm)
PAS (mmHg)

PAD ( mmHg)
Trigliceridi (mg/dl)

LDL (mg/dl)

Hb1Ac (%)

Terapia insulinica (%)
Trattamento con antipertensivi (%)
Fumatori (%)

HOMA

CRP(mg/L)

5818
13.4 +9.3
29,8+5,3

99+12

153+22
88+12
141.1+ 90.6
117+36
7,315
26
58

41.1

4,48+3,8

4,7+7,4

59+7
13.1+9.2

30,1+6,5

151.7+ 106.1

116+36
7,217
31,3
53,9
45.0
4,95+2.9

6,3+12

p NS per tutti i confronti
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DISCUSSIONE

Il nostro studio dimostra che in una popolazione Caucasica di soggetti con diabete mellito tipo
2 la presenza del polimorfismo Prol12Ala del PPARy é associato ad una minore escrezione
urinaria di albumina. Questo risultato appare concorde con alcuni studi pubblicati in
popolazioni Caucasiche e in pazienti Cinesi, popolazione con una maggiore prevalenza della
nefropatia ed una minore prevalenza di portatori della mutazione (41-43,65). Il nostro studio
inoltre e il primo che dimostra che il polimorfismo Prol2Ala si associa ad una funzione
renale complessivamente migliore. E’ noto che la microalbuminuria e il filtrato glomerulare
abbiano una importante componente genetica (63-64) . L’ insulino resistenza probabilmente
contribuisce allo sviluppo dell’ albuminuria sia nella popolazione generale sia nei soggetti con
diabete mellito tipo 2 (66,67) . Anche I’insulino-resistenza € in parte regolata dalla genetica e
il Prol2Ala e stato associato con un ridotto rischio di insulino-resistenza e di diabete tipo 2
riduzione della microalbuminuria nei Pro12Ala ,anche se nel nostro studio non vi erano
differenze dei portatori e non portatori della mutazione in termini di insulino resistenza,
calcolata come HOMA index . Anche I’ infiammazione subclinica , misurata nel nostro studio
con la CRP, é una condizione che si puo associare allo sviluppo di nefropatia, ma i valori di
CRP erano sovrapponibili nei 2 gruppi. In conclusione, nel nostro studio confermiamo 1’
associazione del polimorfismo Pro12Ala del PPAR y2 con valori piu bassi di
microalbuminuria in un’ ampia popolazione di pazienti con diabete tipo 2 Caucasici ed
espandiamo le attuali conoscenze , dimostrando che questo polimorfismo si associa, altresi, ad

una funzione renale complessivamente migliore .
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STUDIO 4

Albuminuria e polimorfismo Prol2Ala di PPARY in pazienti con diabete mellito tipo 2 :
una metanalisi di studi caso controllo

(Lavoro pubblicato su Nephrol Dial Transplant (2011) 0: 1-6)

INTRODUZIONE

L’associazione tra il polimorfismo Prol2Ala di PPARy 2 e la microalbuminuria e stata
analizzata in diversi studi, ma una riduzione della microalbuminuria nei portatori del
Prol2Ala non e dimostrata concordemente in tutti gli studi (41-43,65). Lo scopo del nostro
lavoro é stato quello di valutare 1’associazione tra questo polimorfismo e I’ albuminuria
mediante una metanalisi di tutti gli studi al momento disponibili sull” argomento. Nella
metanalisi sono stati, altresi, inclusi 3 nuovi studi caso- controllo condotti in Italia su pazienti

con diabete mellito tipo 2.

SOGGETTI

Una revisione sistematica della letteratura é stata eseguita per trovare tutti gli studi caso —
controllo condotti su pazienti con diabete mellito tipo 2 che valutassero 1’ associazione tra il
polimorfismo Pro12Ala di PPARy 2 e I’ albuminuria. Per la ricerca e stato utilizzato il
database PubMed (National Center for Biotechnology Information). Sono state utilizzate per
la ricerca le parole chiave: ‘P12A’, ‘Prol2Ala PPARY’, ‘polymorphism’, ‘microalbuminuria’,
‘macroalbuminuria’, ‘type 2 diabetes’ and ‘diabetic nephropathy. Sono stati individuadi 6
studi (41-43,65,68,69)

Sono state, inoltre, valutate 3 nuove casistiche di soggetti con diabete mellito tipo 2. Sono

stati definiti casi i soggetti con microalbuminuria ( rapporto albumina /creatinina < 30
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mg/mmoL e > 2.5 o 3.5 mg/mmoL rispettivamente negli uomini e nelle donne ) o
macroalbuminuria ( rapporto albumina creatinina > 30 mg/mmoL)

I soggetti delle 3 nuove casistiche erano cosi suddivisi:

841 pazienti con diabete mellito tipo 2 consecutivi, reclutati presso la Casa Sollievo della
Sofferenza di San Giovanni Rotondo (261 casi e 580 controlli)

623 pazienti con diabete mellito tipo 2 consecutivi, reclutati all’Universita di Foggia (254 casi
e 369 controlli)

714 pazienti con diabete mellito tipo 2 consecutivi, reclutati all’Universita di Napoli (232 casi

e 482 controlli)

RISULTATI
Per quanto riguarda la distribuzione del genotipo del PPARYy non vi era una deviazione dall’
equilibrio di Hardy Weinberg in tutti i 9 studi.

Le caratteristiche dei soggetti delle 3 casistiche nuove sono descritte nella Tabella 7
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Tabella 7 :Caratteristiche dei soggetti delle 3 nuove casistiche italiane

ELEA 7T 21 10] sedizowoy = J4 WUeLEA 7TV 1) 10 $2303 AZowioy

+ smo34zomay = VY + v = 2dAjound vz eLmmumgeonell = YOReW ‘eIMNumEeonl = youip] uoidedy Axsusp-ysy = I wepur
ssewt Apaq = [INg se7deN Jo endsoy Aysmamy) 2y woy st ¢ ajdues ‘e1ddo, jo (endsel Aysmawn ay) wey st 7 djdwes ‘Opuaoy UEAQLD) ues
UL PZURIAJJOS B][3P QA0S ESE]) AMIUSU] MYYURDG 3Y) WO $1 T 3] dueg Lmumqeouuon pue s12qe1p 7 3d4 s sjuaned als s[enued [gLmuimg|e
-QI0BUI 10 -QLYIUI PUE $2qE1p 7 2d4) i spuayed oo sase]) s1ojoureted [0l 0 (IS + Ueaw pue sjuaned jo (3;) sdeuantad pue (1) lquimudie gjeq,

(dd¥Y + V)

TTH9 LOT/ST 91£/S bTT/08 65b/18 1TT0p odfouad yz1d

N 9¢/961 0 291761 0 LE/VIT (4) yomew/ oLy

£ + 080 £0 + L3870 90 + 160 90 + 90T £0 + 9670 L0+ 61T (Tp/3u) QuTITEA UmIog

(96) £op (16) 57T (08) 952 (68) LT (£8) 08F (18) L£T (34) u vorsuR ALY

(23uel} uelpaw

(865-8¢) 9¢ 1 (EhL—FE) £5T (T1L-LE) 6ET (S89T-0b) SST (0LTH-LE) 8T (OSFI-HS) ShI {Tp/Bu) sapuandfsu,

§El + 8708 SFL + L3F TF] + b THT + CSP §71 + SF T'El + 6Tk (Tp/3ur) joxsatoyd TAH

F1+ 0L LT+ 80 17+ L8 St + 0% 6T + S8 61+ 16 (%) 0T¥qH

0 + 867 £5 + 108 7L+ 908 9 + 0E0E 'S + 608 05 + §'1E (a3 INg

0% + 76 §h+1C1 FOT + 671 06 + 61 L8+ S0 76+ bl (31624 uOYEMp SJqEL]

0L + FgS 7% + L85 §11+ 709 77 + 69 §6 + 0719 001 + TE9 (s1eak) a3y

LSTYSTT S8/LbT B6T/0LT £TUIET 9T E/19T B&/TOT (oTeuRy/TEw) Xog
ﬂob:om”_ $38ET) ﬂobﬂou FIRET) ﬂobsou 525E7

(1L = ) ¢ 2]dueg (£79 = u) 7 aqduweg (1pg = ) T 2|duweg

37



Quando venivano analizzati i 9 studi nella metanalisi I’ OR overall per 1’ associazione tra

Prol2Ala e albuminuria era 0.694 (Cl 95% 0.528-0.912) (Figura 3)

Figura 3 : Metanalisi di 9 studi caso-controllo

Study name Sample size OR :Tov!rer IL!p;?er P-value

imit imit
Mori H. etal. (2001) [23] 1,632 1129 0.692 1841 0.627 -
Hemmann S. et al. (2002) [17] 400 0.681 0.433 1.073 0.098 "'O"
Caramori M. L etal {2003) [18] 316 0465 0229 0945 0034 —O—
Pollex R.L etal (2006) [19] 139 0.292 0.103 0.825 0.020 &
De Cosmo S. et al. (2009) [20] 1.119 0.410 0.186 0.901 0.026 —COr—
LiuL. et al (2009) [21] 760 0454 0268 0767 0003 -
Sample 1 of this study (n=841) 841 1.115 0.740 1.681 0.603
Sample 2 of this study (n=623) 623 0.799 0.494 1.290 0.358
Sample 3 of this study (n=714) 714 0.849 0.518 1.394 0.518
Summary 6.564 0.694 0.528 0.912 0.009 <>

0.1 0.2 0.5 1 2 5

OR and 95% Cl
PA+AA PP

Quindi si dimostrava che il polimorfismo Prol2Ala era protettivo per il rischio di
albuminuria. Quando pero venivano analizzati i risultati delle 3 nuove casistiche non veniva
dimostrata associazione tra il polimorfismo e 1’ albuminuria.

L’ analisi di metaregressione fatta includendo come covariate I’etnia, il sesso , il BMI e I’ eta
d’ esordio del diabete non spiegava la significativa (p = 0.026) eterogeneita dell’ effetto
genetico. Poiché tra gli studi vi era una discrepanza per la misurazione della alouminuria, che
era stata effettuata sulle urine delle 24 ore in 4 studi, e sullo spot urinario in 3 studi, é stata
effettuata una analisi di metaregressione univariata, inserendo il metodo della valutazione
della microalbuminuria. Questa variabile era in grado di spiegare il 100% dell’ eterogeneita
con un effetto protettivo del Prol2Ala maggiore quando si utilizza il tasso della escrezione
della microalbuminuria piuttosto che lo spot urinario (OR 0.529 CI 95% 0.397-0.709 P =

0.0000164 e OR 0.919 CI 95%0.733-1.153 rispettivamente). Dividendo i casi per micro e
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macroalbuminuria il Prol2Ala si mostrava protettivo per entrambe senza effetti statistici

differenti.

DISCUSSIONE

Questa metanalisi, condotta su un ampio numero di pazienti con diabete mellito tipo 2 ( N
6524) dimostra che il polimorfismo Prol2Ala e protettivo nei confronti della nefropatia
diabetica. Questo effetto protettivo non é dimostrato in modo omogeneo in tutti gli studi della
metanalisi . La differente metodica con la quale I’albuminuria é stata misurata € in grado di
spiegare 1’eterogeneita dell’effetto genetico. L’ effetto protettivo del polimorfismo appare
maggiore quando la microalbuminuria viene valutata sulla escrezione delle urine delle 24 ore.
L’ effetto importante del PPARYy sulla nefropatia diabetica & supportato dalle evidenze che
farmaci agonisti del PPARy sono stati associati ad un miglioramento della microalbuminuria e
della funzione renale (70), e dalle evidenze che il polimorfismo Pro12Ala puo influenzare 1’
effetto di questi farmaci (43-71).

In conclusione il polimorfismo Prol2Ala e protettivo per la nefropatia diabetica, sono
necessari altri studi sull’argomento al fine di incrementare sempre di piu le nostre possibilita

di prevenire e trattare la nefropatia diabetica.
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STUDIO 5

Effetto combinato delle varianti -55C/T di UCP 3 e Prol2Ala di PPARYy 2 sull’ indice di
massa corporea indipendentemente dalla dieta in una popolazione di pazienti con
diabete mellito tipo 2

(Lavoro sottomesso alla rivista Diabetes/Metabolism Research and Reviews)

INTRODUZIONE

Il polimorfismo -55C/T di UCP3 ¢ stato in diversi studi associato ad una riduzione dell’
indice di massa corporea del peso corporeo, sebbene non tutti gli studi di associazione siano
concordi nel confermare un BMI pit basso nei portatori della variante (72-76). La possibile
discrepanza degli studi di associazione tra fattori genetici e peso potrebbe essere dovuta al
fatto che non si prendono in considerazione le interazioni tra fattori genetici e ambientali o tra
gene e gene (56).

E’ stato dimostrato che agonisti del PPARy sono in grado di incrementare I’ mRNA dell’
UCP3 a livello del tessuto adiposo (77) suggerendo che PPARy e UCP3 possono avere effetti
sinergici. Inoltre in un nostro precedente studio, che includeva la maggior parte dei pazienti di
questo studio, abbiamo dimostrato un’interazione tra il polimorfismo Pro12Ala del PPARy2 e
I’ introito energetico giornaliero nel determinismo del peso corporeo(38 ) . Quindi scopo del
nostro lavoro é stato quello di valutare 1’effetto del polimorfismo 55 CT dell’ UCP3 sull’
indice di massa corporeo da solo e in combinazione con il polimorfismo Prol12Ala del
PPARY2; inoltre ,differentemente da molti studi di associazione , abbiamo valutato i dati sulle

abitudini alimentari dei pazienti al fine di controllare i dati per dieta giornaliera.
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SOGGETTI
Abbiamo studiato 343 pazienti con diabete tipo 2 (144 uomini e 199 donne), di eta 40 - 70
anni, afferenti a un Distretto Sanitario della Provincia di Napoli, sottoposti ad uno screening
per la valutazione delle complicanze del diabete. I criteri di esclusione sono stati :

e  Trattamento con glitazonici

. Insufficienza renale (creatininemia > 2 mg/dL)

e  Epatopatia (valori di ALT e/o AST superiori a 2 volte il valore massimo)

e  Storia di eventi cardiovascolari nei 6 mesi precedenti lo studio

. Ipofunzione tiroidea (TSH > 4.0)

e  Cancro o qualsiasi patologia, che richiede uno speciale trattamento dietetico

e  Utilizzo cronico di farmaci che modificano il peso corporeo

RISULTATI

Sono stati studiati 343 pazienti con diabete tipo 2 (144 uomini e 199 donne). Come era
possibile attendersi in una popolazione di pazienti con diabete tipo 2 I’ eta media era 63.4+
8.3 anni e i pazienti erano generalmente in sovrappeso con un BMI medio di 31.6+ Kg/ m? .
Per quanto riguarda le distribuzioni del polimorfismo di UCP3 e PPARYy2 , la distribuzione
dei genotipi era all’ equilibrio di Hardy Weinberg e simile a quella osservata nelle altre
popolazioni Caucasiche. Per I’'UCP3 :70% omozigoti C/C, 28%C/T eterozigoti, e 2% T/T
omozigoti; per PPARy2 88% erano Pro/Pro, 11.7% erano Pro/Ala ed un solo paziente era
Ala/Ala (0.3%); per lo scarso numero gli omozigoti per gli alleli rari sono stati analizzati con
gli eterozigoti come un unico gruppo. | soggetti portatori dell’ allele T dell” UCP3 avevano un
BMI significativamente pil basso rispetto ai non portatori ( 30.3+6 .0 VS 32.1 +5.8 Kg/m?
P=0.01). Per il PPARy2 i portatori del genotipo Pro/Pro avevano un BMI piu basso dei

ProAla ( 31.3 5.8 VS 33.6 +7.1 Kg/m? P=0.02) . L’effetto indipendente dei genotipi di
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UCP3 e PPAR vy2 sul BMI ¢ stato analizzato mediante un’ analisi di regressione multivariata.
Sia il genotipo C/T-TT di UCP3 che il genotipo ProAla-AlaAla di PPARy2 erano
significativamente e negativamente associati con il BMI indipendentemente uno dall’ altro e
dalle altre variabili confondenti analizzate quali eta, sesso, introito calorico giornaliero,grassi
totali, grassi saturi, attivita fisica, controllo glicemico e trattamento ipoglicemizzante (Tabella

8).

Tabella 8. Associazione dei genotipi e delle variabili alimentari con il BMI, analisi di

regressione lineare

Variabile dipendente: BMI

Variabili indipendenti B SeB p

PPAR vy2 Pro/Pro (si /no) -3.057 3.862 0.005
UCP3 TT-CT (si /no) -1.753 0.132 0.020
Sesso 4.859 0.737 0.000
Eta (anni) 0.09 0.042 0.834
Energia (Kcal/giorno) 0.004 0.001 0.002
Grassi totali (g/giorno) 0.040 0.076 0.601
Grassi saturi (g/giorno) -0.272 0.177 0.126
P/S 0.076 2.420 0.975
HbAlc (%) 0.228 0.191 0.234
Metformina si/no -0.172 0.406 0.672
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Per valutare I’effetto combinato dei due genotipi sul BMI abbiamo creato tre gruppi : CT-
TT/ProPro, (CC/ProPro o CT-TT/ProAla), CC/ProAla : ossia con due, uno o nessun allele
protettivo. Il BMI aumentava significativamente nei tre gruppi (figura 4) con un effetto dose
(i.e. 29.8+5.6, 31.9+5.9, 34.0+7.1 Kg/m? p<0.002 ANOVA; p<0.001 per il trend lineare;
p<0.002, confronto post-hoc CT-TT/ProPro verso gli altri gruppi). Il BMI piu basso lo
avevano i partecipanti con i due alleli protettivi (CT-TT/ProPro), e il piu alto quelli senza
alleli protettivi CC/ProAla, la differenza tra i 2 gruppi era 4.2 Kg/m? i.e. circa 12 kg di peso

corporeo (Figura 4).

Figura 4 : BMI secondo i genotipi combinati di UCP3 e PPARYy2

CT- CC/roPro CC/ProAla
TT/ProPro orCT-
TT/ProAla
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Non vi erano differenze nei tre gruppi per quanto concerneva I’ introito energetico ¢ quello
dei principali macronutrienti. E’ noto che i farmaci utilizzati per il diabete influenzano il peso
corporeo, comungue non abbiamo osservato alcuna differenza nei regimi di trattamento
utilizzati nei tre gruppi. | partecipanti allo studio erano generalmente sedentari, la proporzione
di persone fisicamente attive era bassa e non differente nei 3 gruppi. | portatori dei genotipi
piu protettivi (CT-TT/ProPro) avevano un piu alto introito calorico per kg di peso corporeo
che suggeriva che questi, quando confrontati con i non portatori ,avevano una piu bassa
efficienza metabolica (i.e. quantita di energia consumata/kg per mantenere il peso corporeo) e

percio una minore capacita di accumulare energia come grasso (Tabella 9).
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Tabella 9. Caratteristiche dei partecipanti allo studio secondo i polimorfismi di UCP3 e

PPARy2

CT-TT/ProPro  CC/ProPro+  CC/ProAla p
CT-TT/ProAla
(n=85) (n=233) (n=24)
Sesso (%0M) 40(27.8) 94(65.3) 10(6.9) NS
Eta (anni) 57.7+8.6 58.1+8.46 58.7+15.9 NS
Energia (Kcal/giorno) 1998+545 19094533 1997 +479 NS
Energia/Unita BMI 68.8+21.1 61.6+19.7 61.2+20.7 0.02
Grassi totali (g/giorno) 63.1+26.6 59.1+18.6 62.8 £14.4 NS
Grassi saturi (g/giorno) 21.2+10.9 20.1+8.6 20.8 £6.2 NS
P/S 0.5+0.2 0.5+0.2 0.6 £0.3 NS
Fisicamente attivi (%0) 14(18.2) 28(13.7) 5 (20.8) NS
Metformina(%o) 15(19.2%) 67(31.8%) 4(29%) NS
HB1Ac (%) 6.9+1.8 7.6+£1.8 7.4 £2.05 0.015
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DISCUSSIONE

In questo studio mostriamo che la risposta ponderale alla dieta puo essere modulata dal
background genetico. La coesistenza delle varianti CT-TT dell’ UCP3 con il genotipo Pro/Pro
del PPARy2 é associata con un BMI significativamente piu basso rispetto agli altri genotipi. A
differenza di molti studi di associazione in questo studio abbiamo valutato attentamente la
dieta abituale dei partecipanti, inoltre abbiamo analizzato 1’ effetto di fattori confondenti quali
I’ attivita fisica, il controllo glicemico e I’ utilizzo di ipoglicemizzanti. Sui meccanismi con
cui i polimorfismi possono interferire con il peso corporeo possiamo fare solamente delle
speculazioni. Nonostante le numerose ricerche il ruolo fisiologico delle uncoupling proteins
rimane ancora da determinarsi. Oltre al noto ruolo nella termogenesi UCP3 ha un ruolo
chiave nella ossidazione dei lipidi e nel frazionamento dell’ energia (48,49). La mutazione 55
CT-TT é stata riportata negli Indiani Pima associarsi ad una maggiore espressione tissutale di
UCP3, un maggiore metabolismo basale e un BMI piu basso, per una maggiore ossidazione
dei grassi (47,48). Comunque non tutti gli studi di associazione hanno invariabilmente
dimostrato un effetto protettivo del polimorfismo 55 CT-TT sull’ obesita (72-76). La possibile
spiegazione per 1’apparente discordanza rilevata é che gli studi precedenti non hanno tenuto
conto dei numerosi fattori che possono interferire nell’ impatto dei fattori genetici sul
fenotipo come la dieta abituale, o I interazione gene- gene. PPARYy2 ¢, insieme con I’ UCP3,
uno dei pochi geni per i quali I’ associazione con I’ obesita ¢ stata piu frequentemente
riportata, inoltre e stato dimostrato che gli agonisti di PPARy aumentano 1’ espressione di
UCP 3 (77) .Sebbene i meccanismi con cui il PPARYy2 agisca sulla adipogenesi non sono
chiari, risultati di studi funzionali suggeriscono che il polimorfismo Prol2Ala riduce
I’insulino-resistenza, tramite 1 up-regulation di molti geni adipocitari e pathways metaboliche
che favoriscono la captazione da parte degli adipociti degli acidi grassi dal sangue e da altri

tessuti. Una piu efficiente soppressione della lipolisi da parte dell’insulina negli Ala carriers
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potrebbe anche contribuire ad un maggior incremento ponderale, spostando il bilancio tra
lipolisi e lipogenesi a favore della lipogenesi (78,79). La coesistenza del polimorfismo CT-
TT di UCP 3 e ProPro di PPARYy2 possono avere un effetto sinergico nel promuovere I’
ossidazione dei grassi conducendo ad un minore accumulo di grasso e ad un minore peso
corporeo. Una limitazione dello studio sta nel fatto di essere condotto in pazienti diabetici
obesi, e per questo motivo i risultati non sono necessariamente generalizzabili a pazienti non

diabetici o con un indice di massa corporea piu basso.
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DISCUSSIONE GENERALE E CONCLUSIONI

In questi studi presentati abbiamo dimostrato che alcuni polimorfismi genetici comuni quali il
Prol2Ala di PPARYy, -55 CT/TT di UCP3 e G(-866A) di UCP 2, in soggetti con diabete tipo
2, hanno un’ associazione significativa con fenotipi clinici complessi quali I’ obesita , la
nefropatia diabetica e I’ infiammazione subclinica indipendentemente dalle principali variabili
ambientali analizzate. In particolare il Pro12Ala di PPARy2 é associato ad una riduzione della
escrezione urinaria di albumina ed ad una funzione renale complessivamente migliore rispetto
ai non portatori della mutazione . La funzione protettiva sulla microalbuminuria e stata altresi
associata a questo polimorfismo potrebbe, da un lato, giustificare la riduzione della
microalbuminuria, e dall’altra I’incremento dell” indice di massa corporea, per la maggiore
tendenza da parte degli adipociti alla captazione degli acidi grassi dal sangue e da altri tessuti ,
come il fegato e il muscolo (78,79) .L’associazione tra questo polimorfismo e 1’adiposita &
tuttavia discordante in letteratura (36). La possibile spiegazione per 1’ apparente discordanza
rilevata é che gli studi precedenti non hanno tenuto conto dei numerosi fattori che possono
interferire nell” impatto dei fattori genetici sul fenotipo come la dieta abituale o I” interazione
gene- gene. Noi abbiamo valutato I’ effetto combinato del PPARy e dell”’ UCP 3 , due geni
che possono avere un effetto sinergico, mostrando che 1’ utilizzo di questi due geni insieme ¢
piu informativo, per un’ accurata fenotipizzazione dei pazienti, dell’ utilizzo di ciascuno di
essi separatamente. La combinazione dei polimorfismi di questi 2 geni & in grado di
individuare soggetti (ProPro/CT-TT) che, a parita di dieta abituale, hanno un minore indice di
massa corporea. Le differenze di BMI osservate, oltre ad essere statisticamente significative,
sono clinicamente molto rilevanti, se pensiamo che, indipendentemente dalle calorie della
dieta , i soggetti portatori dei 2 alleli protettivi pesano in media 12 kg in meno rispetto agli

altri soggetti. E’ noto, comunque, che il BMI non é la variabile antropometrica maggiormente
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associata al rischio cardiovascolare (3,4). Misure antropometriche di adiposita centrale , come
la circonferenza vita e il rapporto vita/fianchi, sono maggiormente associate al rischio di
diabete, di malattie cardiovascolari e di morte (3,4) Nello studio 1 abbiamo dimostrato come,
indipendentemente dal BMI, 1’ adiposita addominale sia associata ad una maggiore
inflammazione subclinica, che puo essere uno dei meccanismi che spiegano 1’ eccesso di
rischio cardiovascolare associato all’ adiposita addominale aldila dei fattori di rischio
tradizionali (6). Il principale determinante della CRP, marcatore di inflammazione subclinica
pil comunemente utilizzato, é 1’ adiposita addominale, ma i suoi valori sono, altresi, per il
50% geneticamente determinati (25,26). Nello studio 2 abbiamo dimostrato per la prima volta
I’ associazione, significativa ed indipendente dai principali fattori ambientali, tra la CRP e il
polimorfismo GG di UCP2 , gene fortemente canditato ad avere un ruolo nella
inflammazione subclinica. Un limite dei nostri studi é che, essendo studi di associazione, non
e possibile stabilire rapporti di causalita. Comunque in questi studi , a differenza di molti studi
di associazione con polimorfismi genetici , i pazienti sono stati accuratamente caratterizzati
dal punto di vista clinico e sono stati analizzati dettagliatamente i fattori legati allo stile di vita
del paziente in particolare la dieta abituale, 1’ attivita fisica, il controllo glicemico e 1’ utilizzo

di farmaci.

In conclusione il progetto di studio affrontato rappresenta un contributo rilevante alla
comprensione dei fattori genetici coinvolti nell’insorgenza della nefropatia diabetica,
dell’obesita e dell’ inflammazione subclinica. L’accurata caratterizzazione dei soggetti ed, in
particolare la valutazione delle abitudini alimentari, rappresenta un punto di forza degli studi
presentati. 1l ruolo dei geni nell’eziologia dell’obesita, del diabete e delle sue complicanze
dovrebbe essere esplorato ulteriormente in quanto puo fornire le basi per identificare soggetti

a rischio gia in giovane eta, permettendo di adottare delle misure preventive precoci e mirate.
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