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INTRODUZIONE

E’ ormai noto che la comparsa del diabete mellito tipo 2 (DMT2) dipende
dall’interazione tra le caratteristiche genetiche dell’individuo (suscettibilita genetica) e la
presenza di componenti ambientali sfavorevoli (iperalimentazione e sedentarieta) in cui
I’individuo vive. Anche I’obesita, principale fattore di rischio per I’insorgenza del DMT2,
¢ una patologia complessa ad etiologia eterogenea e multifattoriale, che dipende dalla
presenza di piu loci (o geni) di suscettibilita, ognuno con uno specifico impatto sul
fenotipo, e dal contributo di fattori ambientali [1].

Studiare e comprendere i meccanismi alla base di queste patologie multifattoriali non
sono semplice sia per 1’eterogeneita genetica, sia per la complessita dell’interazione
genotipo-fenotipo. In altre parole, le alterazioni genetiche da sole non sono sufficienti a
garantire la comparsa di un determinato fenotipo, ma ¢ necessaria la concomitante
presenza di fattori ambientali sfavorevoli; viceversa, 1’esposizione a fattori ambientali
sfavorevoli non ¢ sufficiente a determinare la comparsa del fenotipo patologico in assenza
di fattori genetici predisponenti. Ad esempio, ¢ evidenza clinica comune che il diabete puo
insorgere anche in assenza di obesita e che non tutti gli obesi sviluppano il diabete [2, 3].
Pertanto, I’obesita ¢ senz’altro un fattore che aumenta il rischio di DMT2, ma non ¢
condizione necessaria e sufficiente per lo sviluppo della malattia.

Il recente aumento della prevalenza dell’obesita e del DMT2 nel mondo
industrializzato ¢ stato cosi rapido da rendere del tutto improbabile che sia dovuta a
modificazioni del corredo genetico. A fronte di un substrato genetico che si ¢ selezionato
in millenni di scarsitd di cibo, determinando la selezione positiva di genotipi che
favoriscono 1’accumulo di grasso, la modifica di fattori del contesto ambientale e delle
abitudini di vita che ha caratterizzato gli ultimi decenni, rappresenta, di fatto, la causa

principale del notevole aumento della prevalenza dell’obesita e quindi del DMT?2.
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EPIDEMIOLOGIA DELL’OBESITA’ E DEL DMT2

La prevalenza dell'obesita ¢ in crescente aumento, non solo nei paesi industrializzati
ma anche in quelli in rapido sviluppo economico (es. India e Cina), tanto da indurre
'Organizzazione Mondiale della Sanita (OMS) a utilizzare la definizione di “pandemia”.
Dati recenti, forniti dal National Center for Health Statistics degli USA, riportano che la
prevalenza dell’obesita ¢ in progressivo aumento e che circa il 68% degli americani sono
obesi 0 in soprappeso [4]. Una simile tendenza ¢ presente anche in molti paesi europei,
dove la prevalenza dell’obesita ¢ aumentata progressivamente negli ultimi decenni.

Sebbene la prevalenza dell’obesita in Italia sia inferiore a quella dei paesi del Nord
Europa e del Nord America, i risultati delle indagini condotte dal’ISTAT dal 2001 a oggi,
mostrano un andamento in aumento, con una prevalenza in eta adulta del 10% (circa 5
milioni di persone) nel 2008.

Un recente studio condotto negli USA, valutando I’andamento crescente della
prevalenza dell’obesita degli ultimi 30 anni, suggerisce che se il fenomeno
soprappeso/obesita continuasse a crescere alla stessa maniera, nell’arco di 15 anni (nel
2022), circa 1’80% degli americani adulti sarebbe in sovrappeso o obeso, e tale prevalenza
potrebbe arrivare al 100% nell’arco dei prossimi 40 anni [5]. Anche la percentuale di
adolescenti in soprappeso si ¢ raddoppiata negli ultimi 30 anni [6, 7]. Circa il 31.7% dei
bambini e degli adolescenti americani ha un indice di massa corporea (Body Mass Index,
BMI) superiore o uguale all’85° centile ed ¢ quindi in soprappeso o obeso [8].

Nei bambini e adolescenti italiani la prevalenza dell’obesita aumenta dal Nord al
Sud, con massima prevalenza di sovrappeso e obesita in Campania (36% a fronte di una
media nazionale del 24%) [9]. Anche in Sicilia si ha un’elevata prevalenza di soprappeso e
obesita nella fascia d’eta tra gli 11 e 1 15 anni, con una prevalenza che raggiunge il 40% a
11 anni e decresce progressivamente all’aumentare dell’eta fino ai 14-15 anni, dove si

registra una prevalenza sovrapponibile alla media nazionale [10]. E questa una realta
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preoccupante che prelude ad un’ulteriore diffusione dell’obesita nei prossimi anni, con
peggioramento delle prospettive di vita e di salute degli italiani e che richiede pertanto
urgenti provvedimenti. A tal proposito, studi recenti condotti negli USA hanno dimostrato
che se il fenomeno obesita non verra adeguatamente controllato nelle fasce piu giovani,
potrebbe determinarsi una riduzione dell’aspettativa di vita per le nuove generazioni di
obesi rispetto a quella dei loro genitori [11]. Infatti, I’obesita che insorge in eta
adolescenziale ha un effetto deleterio sulla salute dell’individuo. Barker et al hanno
evidenziato, in un’ampia coorte (276.835) di adolescenti danesi, che per ogni unita di
incremento di BMI a partire dai 13 anni di eta si registra un incremento del 15% del rischio
di sviluppare malattia coronarica in eta piu avanzata [12].

Tale epidemia ¢ il risultato della modifica di alcuni fattori ambientali e delle
abitudini di vita (maggiore disponibilita di cibo e sedentarieta) a fronte di un substrato
genetico che si ¢ selezionato per millenni in ambiente con scarse disponibilita energetiche,
quando il cibo era disponibile in modo discontinuo e il rischio di carestie era sempre
presente e veniva inoltre richiesto un elevato dispendio energetico per procuransi il cibo e
per difendere le risorse alimentari. Tutto questo ha determinando la selezione positiva di un
corredo genetico che favorisce 1’accumulo di grasso (teoria del “genotipo risparmiatore” o
“Thrifty Genotype™) [13, 14]. L’abbondanza di cibo, se da un lato ha permesso lo sviluppo
demografico, economico e socio-culturale delle societa moderne, dall’altro rappresenta il
fattore determinante nella patogenesi dell’obesita.

L’obesita rappresenta, pertanto, una bomba ad orologeria che potrebbe esplodere nei
prossimi anni, incrementando l'incidenza anche del DMT2 e delle altre gravi patologie
associate all'eccesso ponderale [15]. Il National Health and Nutrition Examination Surveys
(NHANES) dimostra come negli USA dal 1990 al 2000-2005 la prevalenza del DMT?2 sia
progressivamente aumentata passando dal 4.9% nel 1990 al 6.3% nel 2002 fino al 7.% nel

2005 (circa 20.8 milioni). Una recente metanalisi stima che oggi la prevalenza del diabete

TESI DI DOTTORATO IN SCIENZE ENDOCRINOLOGICHE: BASI MOLECOLARI DELL’AZIONE ORMONALE DI MARIA GRAZIA FARINA 6



nella popolazione americana tra 1 20 e 1 79 anni ¢ del 12% (26 milioni di americani adulti)
e circa 57 milioni di adulti con eta >60 anni presentano il “pre-diabete” (alterata glicemia a
digiuno e alterata tolleranza ai carboidrati). Si stima che nel 2030 circa 36-38 milioni di
americani saranno affetti da diabete (circa il 14%) [16] e che nel 2050 saranno circa 48.3
milioni. [17, 18]. Nel mondo la prevalenza del diabete ¢ di circa il 6.4% (285 milioni di
adulti) ed ¢ destinata a salire a 439 milioni di adulti nel 2030 [16]. Ad oggi gli Stati Uniti
sono al terzo posto dopo la Cina (43.2 milioni di adulti) e I’'India (50.8 milioni di adulti)
per numero di persone affette da DMT2. L’ obesita e il DMT2 rappresentano, pertanto, una
delle principali sfide sanitarie che i paesi di tutto il mondo si troveranno ad affrontare nei

prossimi decenni.

FISIOPATOLOGIA DEL DMT2

I principali fattori fisiopatologici in grado di spiegare I’insorgenza DMT2 sono
rappresentati da insulino-resistenza, alterata secrezione insulinica da parte delle beta-
cellule pancreatiche ed incremento della produzione epatica di glucosio. La sequenza con
cui tali alterazioni fisiopatologiche si manifestano e determinano il progressivo
deterioramento dell’omeostasi glicemica, non ¢ del tutto noto [19-21].

L’insulino-resistenza, ovvero la ridotta capacita dei tessuti bersaglio (muscolo, fegato
e tessuto adiposo) di rispondere alle concentrazioni fisiologiche dell’ormone, ¢
un’alterazione comune associata all’obesita e in particolare all’obesita addominale [22]. In
condizioni di insulino-resistenza, la captazione e 1’utilizzazione periferica del glucosio
sono ridotte. La quota di glucosio che non viene utilizzata a livello periferico resta in
circolo e stimola le beta-cellule pancreatiche a produrre piu insulina nel tentativo di
mantenere 1’omeostasi glicemica (iperinsulinemia compensatoria). 11 DMT2 insorge
quando le beta-cellule pancreatiche non sono piu in grado di secernere la quantita

d’insulina necessaria a mantenere la glicemia normale in condizioni di resistenza all’azione
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biologica dell’ormone (deficit relativo di secrezione insulinica). Diversi autori, infatti,
ritengono che insulino-resistenza e iperisulinemia compensatoria rappresentano il difetto
predominante in una prima fase della malattia e che la disfunzione beta-cellulare si
determina in una fase piu tardiva [23-25]. Altri autori suggeriscono, invece, che il difetto di
secrezione insulinica ¢ il primum movens della progressione al DMT2 [26-28]. Weyer et
al. [29] hanno dimostrato che sia la sensibilita che la secrezione insulinica decrescono
parallelamente nelle fasi precoci della malattia, durante il passaggio da NGT (Normal
Glucose Tollerance) a IGT (Impaired Glucose Tolerance), mentre I’incremento della
produzione epatica di glucosio, dovuto almeno in parte all’insulino-resistenza a livello
epatico, determina progressivamente il passaggio da una condizione di IGT al DMT2
conclamato. Infatti, diversi studi confermano che I’aumento della produzione epatica di
glucosio ¢ presente nei soggetti diabetici ma non negli IGT [24]. Quindi 1’aumento
dell’output epatico di glucosio rappresenta un’alterazione piu tardiva nei meccanismi di
progressione verso il DMT?2. I soggetti che meglio riescono a compensare i difetti relativi

all’azione e/o alla secrezione insulinica saranno quelli che manterranno la condizione di

NGT e che non svilupperanno mai il diabete.

OBESITA’ E DMT?2

L’associazione tra obesita e diabete ¢ documentata in letteratura da diversi studi
epidemiologici [30-32], come dimostrato dal fatto che circa 80-90% dei pazienti con
DMT?2 ¢ in sovrappeso o francamente obeso.

L’adipocita e il tessuto adiposo giocano un ruolo importatane nella patogenesi

dell’insulino-resistenza associata all’obesita.
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11 tessuto adiposo

La cellula adiposa rappresenta 1’unica cellula in cui un organello, la gocciola di
lipidi, occupa piu del 95% dell’intero corpo cellulare [33]. Tale organello dell’adipocita
funge da contenitore dinamico per i trigliceridi che possono essere rilasciati mediante il
processo della lipolisi ed accumulati attraverso il meccanismo della liposintesi. Poiché
quasi tutto il volume dell’adipocita ¢ occupato dalla gocciola lipidica, un aumento del
contenuto in trigliceridi esita, di fatto, nell’aumento delle dimensioni totali della cellula.
L’adipocita, infatti, ¢ in grado di accumulare una notevole quantita di trigliceridi, come
dimostrato dal fatto che le dimensioni della cellula adiposa possono variare da 25 a 200 pm
di diametro [34]. Pertanto, I’adipocita ¢ una cellula che svolge primariamente la funzione
fisiologica di accumulo dell’energia sotto forma di trigliceridi.

La porzione periferica della cellula adiposa, che rappresenta il rimanente 5% della
massa cellulare complessiva, una volta considerata sede di funzioni biologiche
prevalentemente limitate e circoscritte allo stesso adipocita, ¢ oggi considerata, alla luce
delle nuove acquisizioni, un compartimento biologico eccezionalmente dinamico ed attivo,
in grado di condizionare e regolare la fisiologia e la fisiopatologia dell’intero organismo
[35]. In questa sede, infatti, sono sintetizzate e poi secrete numerose molecole di natura
proteica, che sono comunemente definite “adipochine”, in grado di esercitare azioni di tipo
autocrino, paracrino ed endocrino [36]. Pertanto, il tessuto adiposo ¢ oggi considerato un
vero e proprio organo endocrino e tale funzione permette all’adipocita di regolare processi
biologici a distanza in altri tessuti come il fegato, il muscolo ed il sistema nervoso centrale
[37]. Le funzioni autocrina e paracrina, inoltre, consentono all’adipocita di regolare
I’attivita biologica propria e quella degli altri tipi cellulari adiacenti all’interno dello stesso

tessuto adiposo.
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Distribuzione del tessuto adiposo

A differenza di altri organi, il tessuto adiposo ¢ variamente distribuito nell’organismo
in sedi differenti: addominale (tessuto adiposo sottocutaneo superficiale e profondo), intra-
addominale (tessuto adiposo viscerale-intraperitoneale e retroperitoneale) e tessuto adiposo
sottocutaneo con particolare rilievo quello gluteo-femorale.

Tali depositi di tessuto adiposo presentano una differente sensibilita all’azione
ormonale. Per esempio, 1’adipocita del tessuto sottocutaneo ¢ piu sensibile all’insulina
rispetto all’adipocita del grasso viscerale; mentre quest’ultimo mostra una maggiore
sensibilita all’effetto delle catecolamine e dei glucocorticoidi rispetto al grasso
sottocutaneo [38-40].

Il tessuto adiposo presente nelle varie sedi mostra differenze di espressione genica
ma 1 markers specifici ad oggi identificati sono relativamente pochi [41]. Nonostante le
differenze nell’espressione genica ad oggi accertate siano limitate, i vari depositi di tessuto
adiposo presentano differenze strutturali e funzionali tali da poter essere considerati dei
“mini-organi”, con specifiche competenze in rapporto ai tessuti circostanti, che si
associano alle funzioni piu generali che il tessuto adiposo esercita sull’intero organismo
[42].

Diversi studi clinici condotti in differenti popolazioni hanno dimostrato che la
quantita di grasso viscerale ¢ associata ad insulino-resistenza, e in alcuni casi predice, la
comparsa del diabete. [43], inoltre la misura della circonferenza vita rappresenta un
importante criterio clinico-prognostico del rischio di complicanze legate all’obesita [44,
45].

Questa associazione ¢ confermata anche da studi di intervento che hanno dimostrato
una significativa correlazione tra perdita di peso e miglioramento del metabolismo lipidico

e glucidico [46, 47].
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L’obesita addominale ¢ anche una delle maggiori cause di morbilita e mortalita. Dati
della letteratura indicano chiaramente che il rapporto vita/fianchi mostra una forte
relazione con I’infarto del miocardio in diversi gruppi di popolazione indipendentemente

dal sesso e dall’eta e tale rischio aumenta all’aumentare di tale rapporto [48].

Tessuto adiposo disfunzionale, infiammazione e insulino-resistenza

Il tessuto adiposo, oltre agli adipociti, contiene numerosi altri tipi cellulari. Queste
cellule addizionali, anche se non molto visibili nelle normali sezioni istologiche, rendono
conto di una porzione significativa del numero totale delle cellule che costituiscono il
tessuto adiposo e sono comunemente definite “cellule stromali” [49]. Tra queste sono
compresi vari tipi cellulari: preadipociti, cellule endoteliali, periciti, monociti, macrofagi,
etc [50].

Le cellule stromali esercitano una serie di importanti funzioni biologiche per
I’omeostasi del tessuto adiposo. Ad esempio, i periciti e le cellule endoteliali formano il
tessuto vascolare, sono coinvolte nei processi di angiogenesi € contribuiscono al trofismo,
allo sviluppo ed alla crescita del tessuto adiposo [51, 52]. Altri tipi cellulari, quali 1
monociti ed 1 macrofagi, intervengono nella clearance degli adipociti danneggiati da
processi di necrosi o apoptosi [53]. Infine, il tessuto adiposo contiene cellule staminali
pluripotenti da cui possono differenziarsi sia cellule stromali che adipociti maturi [54]. Le
caratteristiche e la composizione della frazione stromale delle cellule del tessuto adiposo
puo variare in funzione di differenti condizioni fisiologiche e patologiche.

In condizioni fisiologiche 1’insulina controlla il delicato bilancio tra I’accumulo degli
acidi grassi sottoforma di trigliceridi nel periodo post-prandiale e il loro rilascio in circolo
in condizioni di digiuno. La mobilizzazione dei lipidi dai depositi del tessuto adiposo
determina il rilascio degli acidi grassi liberi (free fatty acids, FFA) nel torrente circolatorio

che vengono poi utilizzati dai tessuti per il fabbisogno energetico e metabolico.
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L’utilizzazione dei lipidi si realizza attraverso la captazione degli FFA all’interno della
cellula e la loro ossidazione a livello mitocondriale (B-ossidazione). L’enzima AMP-
activated protein kinase (AMPK) ¢ un sensore dell’energia che regola il metabolismo
cellulare dei lipidi e di altri substrati, che viene attivato in condizioni di deficit dei nutrienti
al fine di stimolare la captazione del glucosio e la B-ossidazione lipidica per produrre
energia ed inibire i processi che aumentano la spesa energetica (produzione di glucosio e
sintesi lipidica), ristabilendo in tal modo I’omeostasi energetica [55]. L’AMPK controlla il
metabolismo lipidico e glucidico a livello di differenti tessuti periferici (muscolo
scheletrico, fegato, B-cellula, tessuto adiposo) e, a sua volta, riceve segnali ormonali con
meccanismi di “feedback” che includono anche le adipochine prodotte dal tessuto adiposo
[55-57]. Come detto in precedenza, il tessuto adiposo viscerale presenta elevata sensibilita
per gli stimoli adrenergici (catecolamine, stress) con liberazione di elevate quantita di FFA
nel circolo portale. Il tessuto adiposo ¢ anche estremamente sensibile all’azione anti-
lipolitica dell’insulina e risponde a concentrazioni di insulina che sono inferiori rispetto a
quelle necessarie per inibire la gluconeogenesi nel fegato e 1’uptake di glucosio a livello
muscolare. Sia nell’obesitd sia nel DMT2 c¢’¢ una marcata insulino-resistenza
dell’adipocita e, venendo meno I’effetto antilipolitico, le concentrazioni di FFA nel plasma
sono elevate. Freidenberg et al. [58] per primi osservarono che le cellule adipose di
pazienti affetti da obesita e diabete erano resistenti all'insulina ed avevano un difetto di
attivazione del recettore insulinico in risposta alla stimolazione ormonale. Questo difetto
dell’attivita del recettore insulinico era parzialmente recuperato dopo dimagrimento dei
pazienti [59]. Recenti studi hanno dimostrato che il tessuto adiposo insulino resistente ¢
presente in soggetti geneticamente predisposti al DMT2 (ad esempio in soggetti con storia
familiare positiva per DMT2) ancora prima dell’insorgenza dell’obesita o dell’iperglicemia
[60-62]. In queste fasi precoci sono presenti elevate quantita di FFA plasmatici e/o ci sono

livelli di FFA plasmatici “inappropriatamente “normali” per [’iperinsuliemia
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compensatoria, a causa di una inefficace soppressione post-prandiale da parte dell’insulina
sulla lipolisi del tessuto adiposo.[63]. Brassard et al. hanno recentemente dimostrato che
soggetti magri, in assenza di patologie associate ma con familiari affetti da DMT2, hanno
una chiara alterazione del metabolismo degli FFA [64]. Questo implicherebbe una
disfunzione genetica del tessuto adiposo ancora prima dell’insorgenza dell’obesita. Inoltre
¢ stato ipotizzato che I’esposizione ad un eccesso di nutrienti durante il periodo fetale puo
avere delle conseguenze a lungo termine determinando infatti 1’insulino-resistenza
dell’organo adiposo ed obesita nell’eta adulta [65].

E’ stato dimostrato, in topi con basso peso alla nascita, che una veloce espansione del
tessuto adiposo nel periodo post natale per eccesso di nutrienti determina nell’adipocita un’
iperespressione di geni coinvolti nella lipogenesi e una ridotta espressione dei meccanismi
molecolari che sono sotto il controllo del PPAR-gamma, con riduzione dei processi di
proliferazione e differenziazione cellulare [66]. Il trattamento con agonisti del PPAR-
gamma come i tiazoledinedioni, attivando 1’espressione del PPAR-gamma, migliora la
sensibilita insulinica dell’adipocita, aumentano le capacita ossidative della cellula adiposa
e la secrezione di adipochine insulino sensibilizzanti quali 1’adiponectina [67]. Quindi, in
condizione di eccessivo intake calorico ’adipocita va in contro ad un aumento del suo
volume (ipertrofia) a scapito dei processi di proliferazione e differenziazione. Tale
condizione determina stress del reticolo endoplasmatico che da origine, come meccanismo
di difesa, a una risposta inflammatoria della cellula adiposa attraverso 1’attivazione di una
cascata di segnali quali ’attivazione di JNK (chinasi c-Jun N-terminale) fino al piu
importante fattore di trascrizione inflammatorio NF-kB. Inoltre, il tessuto adiposo produce
diverse citochine infiammatorie (TNF-alfa, Interleuchina 1,6, MCP-1), ma anche PAI-1 ¢
proteine della fase acuta come la PCR (proteina C reattiva) con successiva produzione dei
ROS (reactive oxigen species) e apoptosi. [68]. E’ stato dimostrato che I’adipocita

ipertrofico attiva un profilo di espressione genica molto vicino a quello dei macrofagi
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attivati (nonostante queste due cellule provengono da differenti linee cellulari) [68]. In
particolare, ¢ I’infiltrazione macrofagica che determina I’insulino-resistenza del tessuto
adiposo con rilascio di FFA e deposizione ectopica di grasso negli altri tessuti, ad indicare
che anche I’'inflammazione ¢ un markers di insulino-resistenza [69]. Studi recenti, infatti,
hanno dimostrato che 1’aumento dell’espressione di adipochine infiammatorie ¢
proporzionale all’aumento del contenuto in macrofagi nel tessuto adiposo di pazienti obesi
[70]. Tale condizione ¢ reversibile dopo decremento ponderale [71]. Tutto cid potrebbe
contribuire a determinare oltre ai disordini metabolici sopradescritti anche aterosclerosi.

In condizioni di insulino-resistenza del tessuto adiposo, quindi, gli FFA non
potendosi accumulare negli adipociti, finiscono per accumularsi nel muscolo e nel fegato
causando steatosi muscolare ed epatica. Nel fegato, che ¢ in grado di utilizzare sia il
glucosio sia i grassi, ’aumentata disponibilita di un substrato limita il consumo dell’altro e
viceversa. Quindi gli FFA giunti al fegato interferiscono con la fisiologica attivita di
clearance che la cellula epatica svolge sull'insulina, probabilmente attraverso un
meccanismo di competizione a livello recettoriale o post recettoriale, con conseguente
iperinsulinemia, aumento della gluconeogenesi, della sintesi di VLDL e inibizione
dell’utilizzazione del glucosio. A livello muscolare si assiste a una ridotta utilizzazione del
glucosio mediata dall’insulina [44] con riduzione sia della glicogenosintesi che della
glicolisi e conseguente iperglicemia.

Sia I’ipertrigliceridemia (lipotossicita) che 1’iperglicemia (glucotossicitd) hanno
effetto diretto sui tessuti periferici con alterazioni funzionali prima, e deterioramento
morfologico fino alla morte cellulare (apoptosi) dopo. La beta-cellula pancreatica, ad
esempio, ¢ particolarmente suscettibile all’eccesso di FFA poiché ha una limitata capacita
di immagazzinare trigliceridi. Infatti un’eccessiva esposizione agli acidi grassi causa

attivazione della via NF-kB pro-infiammatoria con successiva formazione dei ROS e
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apoptosi cellulare [72]. Anche I’iperglicemia causa danno e apoptosi della beta cellula sia

in vivo che in vitro [73].

Adipochine e insulino-resistenza

Dunque, DI’adipocita non ¢ solo un sito di deposito di energia sotto forma di
trigliceridi, ma un potente organo endocrino capace di produrre diverse citochine (leptina,
TNF-a, resistita, adiponectina, ecc) in grado di modulare attivamente la sensibilita
insulinica ed il metabolismo intermedio. Tali adipochine regolano numerosi processi
biologici e sono in grado di agire a distanza a livello di differenti organi.

La maggior parte di queste proteine ¢ espressa in misura abbondante a livello del
tessuto adiposo, tuttavia solo un numero ristretto di esse ¢ selettivamente prodotto
dall’adipocita [74]. Infatti, mentre 1’adiponectina ha espressione selettiva a livello
dell’adipocita [75], altre adipochine come la leptina [76], 1’adipsina [77], la resistina [78],
I’omentina [79], la visfatina [80], sono prodotte anche da altri tipi cellulari. Alcune di
queste adipochine, inoltre, possono, favorire la progressione dall’obesita al diabete
(es. TNF-alfa, resistina). Come sopradetto, condizioni di stress metabolico (overfeeding)
portano I’adipocita a produce una varieta di citochine capaci di avere effetti paracrini
proinfiammatori (es. MCP-1, monocites chemioattractant protein-1, che determina il
reclutamento dei macrofaci che circondano il tessuto adiposo) ed effetti endocrini su tessuti
distali (TNF-a, interleuchina 1, -6 -8, resistita, MCP-1, PAI-1, vistatine, angiotensinogeno,
retinolo-binding protein-4, ecc), causando insulino resistenza a livello muscolare ed
epatico.

Recentemente si ¢ avanzata I’ipotesi che anche le condizioni di ipossia possano
potenzialmente indurre stress metabolico con aumento della risposta inflammatorio via

NF-kB, riduzione dell’espressione dell’adiponectina ed aumento della leptina [81].
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In particolare tratterdo dell’adiponectina che ¢ stata oggetto di parte dello studio

svolto durante i1 4 anni di dottorato.

Adiponectina

L’adiponectina ¢ una proteina di 30 kD identificata per la prima volta nel 1995 [75].
Successivamente altri autori hanno decritto la stessa molecola, denominandola in maniera
differente: apM1 [82], AdipoQ [83] e GBP28 [84]. Il gene di adiponectina ¢ localizzato nel
braccio lungo del cromosoma 3 in posizione 27 (cromosoma 3q27). Sebbene dalla scoperta
di questa adipochina siano stati pubblicati una moltitudine di lavori che ne hanno chiarito
struttura, funzione e ruolo nella fisiopatologia di diverse condizioni, rimangono diversi

aspetti ancora da approfondire.

Struttura

L’adiponectina ¢ costituita da un dominio globulare carbossi-terminale e da un
dominio collagineo amino-terminale ed ¢ strutturalmente simile alla frazione 1q del
complemento [85, 86].

Prima di essere secreta in circolo dall’adipocita, 1’adiponectina si aggrega in
complessi con differente peso molecolare [87]. La struttura molecolare di base secreta
dall’adipocita ¢ il trimero, la cui funzione biologica specifica non ¢ ancora ben definita.
Esistono, inoltre, aggregati di maggiori dimensioni che si formano grazie a legami di tipo
non covalente tra 2 trimeri (esameri) e 4 o piu trimeri (12-18meri), che sono definiti
rispettivamente a basso peso molecolare (low molecular weight, LMW, esameri) e ad alto
peso molecolare (high molecular weight, HMW, 12-18meri). Di questi complessi
molecolari, soltanto I’adiponectina HMW ¢ biologicamente attiva, mentre della LMW non
si conosce ancora la funzione biologica specifica [87, 88]

L’adiponectina va incontro a profonde modificazioni post-traslazionali che includono

diverse glicosilazioni [89], di cui alcune sono essenziali per I’attivita biologica [90].
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Inoltre, varie glicoproteine possono essere associate all’adiponectina, ma la loro rilevanza

biologica non ¢ ancora stata chiarita [91].

Funzione

Diversi studi di funzione sono stati condotti mediante 1’'uso di adiponectina
ricombinante ottenuta dai batteri. Con questo sistema ¢ possibile sintetizzare la forma “full
lenght” e quella globulare (prodotta mediante clivaggio proteolitico). La somministrazione
di queste due forme di adiponectina determina in vivo una riduzione dei livelli di glucosio,
FFA, trigliceridi ed un aumento della captazione del glucosio e dell’ossidazione degli acidi
grassi a livello muscolare [57, 92, 93]. Con maggior probabilita, 1’adiponectina
ricombinante ottenuta dai mammiferi rispecchia la struttura e la funzione di quella
endogena. La sua somministrazione determina nel fegato la riduzione della produzione
epatica di glucosio e la soppressione di geni coinvolti nella gluconeogenesi [94, 95]. A
supporto di questi dati, topi in cui 1’adiponectina ¢ assente presentano una condizione di
resistenza insulinica prevalentemente a livello epatico [96]. Effetti simili sono stati ottenuti
in topi con iperespressione endogena di adiponectina da parte degli adipociti [97]. In topi
ob/ob, determinati geneticamente per sviluppare grave obesitd e capaci di accumulare
patologiche quantita di grasso, I’iperespressione di adiponectina li rende insulino sensibili
ed esenti dal diabete [98]. La somministrazione intracerebroventricolare di adiponectina
determina una riduzione del peso e della massa grassa, per aumento della spesa energetica
e non a causa di un ridotto introito di cibo [99]. A livello del miocardio, I’adiponectina
esercita un potente effetto cardio-protettivo, riduce le dimensioni dell’area infartuata e
accelera I’angiogenesi in modelli animali di cardiopatia ischemica [100-104].

Nell’uomo 1 livelli circolanti di adiponectina sono correlati alla sensibilita insulinica,
al profilo lipidico e si riducono negli stati infiammatori, nell’obesita, nella sindrome

metabolica e nel diabete di tipo 2 [83, 105-109]. Esistono, inoltre, importanti evidenze
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sull’associazione tra bassi livelli di adiponectina circolante e malattie cardiovascolari [110,
111]. Viceversa, elevati livelli plasmatici di adiponectina riducono il rischio di infarto del
miocardio [112]. Pertanto, un’eventuale terapia in grado di aumentare i livelli circolanti di
adiponectina potrebbe rivelarsi di notevole beneficio nel miglioramento della sensibilita
insulinica, del metabolismo lipidico e nella prevenzione delle malattie cardiovascolari.

In soggetti non-obesi, con normale tolleranza ai carboidrati ma con storia familiare
positiva per diabete tipo 2 c¢’¢ una evidente riduzione dell’espressione dell’adiponectina e
di altri fattori insulino sensibilizzanti come il PPAR-y. Altri autori hanno dimostrato che
pazienti con familiari affetti da diabete tipo 2 hanno anche una ridotta espressione dei
recettori per adiponectina AdipoR1 e AdipoR2 nel muscolo scheletrico [113].

Oltre agli effetti anti-dislipidemico ed anti-diabetogeno, I’adiponectina esercita anche
un azione anti-aterogena. Studi clinici ed epidemiologici hanno evidenziato una forte
correlazione tra bassi livelli circolanti di adiponectina e fattori di rischio cardiovascolare
quali 'infiammazione ¢ la dislipidemia [112, 114-118]. Alcuni studi hanno dimostrato il
suo coinvolgimento nell’inibire, in cellule endoteliali, 1’attivazione di NF-kB e 1’adesione
di monociti [119, 120] Inoltre, ¢ stato dimostrato che la correlazione tra bassi livelli di
adiponectina plasmatica e malattia cardiovascolare persiste anche dopo correzione per
fattori di rischio come il BMI, il diabete, la dislipidemia e I’ipertensione [110, 111]. Uno
studio caso-controllo condotto su un’ampia coorte ha evidenziato un ridotto rischio di
infarto miocardio in soggetti con adiponectina plasmatica elevata [112]. Tuttavia le basi

meccanicistiche di tali associazioni nell’uomo devono essere ancora determinate.

“Signaling”insulinico e resistenza insulinica

Il recettore per I’insulina ¢ un recettore catalitico costituito da una struttura
tetramerica che si compone di due sub-unita alfa, completamente extracellulari, contenenti

il sito di legame per I’ormone, e di due sub-unita beta, caratterizzate dalla presenza di una

TESI DI DOTTORATO IN SCIENZE ENDOCRINOLOGICHE: BASI MOLECOLARI DELL’AZIONE ORMONALE DI MARIA GRAZIA FARINA 18



porzione transmembranaria € di una porzione intracitoplasmatica, capace di attivita
tirosino-chinasica. L’attivita tirosino-chinasica ¢ stimolata dal legame dell’insulina al suo
recettore. Il legame dell'insulina alla sub-unita alfa del recettore ne determina una
modificazione conformazionale e la stimolazione dell'attivita tirosino-chinasica della sub-
unita beta [121-123]. La chinasi attivata catalizza il trasferimento di gruppi fosfato
dall'ATP ad alcuni residui tirosinici presenti nella porzione intracellulare del recettore
(autofosforilazione). L'autofosforilazione aumenta inoltre la capacita del recettore di
fosforilare altre proteine intracellulari (eterofosforilazione) consentendo cosi la
trasmissione del segnale dell'insulina [124, 125]. Diversi studi condotti negli anni 80 hanno
dimostrato che l'attivita tirosino-chinasica del recettore ¢ indispensabile per l'azione
dell'insulina. [124, 125]. Infatti, mutazioni del recettore dell'insulina che interferiscono con
la capacita del recettore di autofosforilarsi determinano una riduzione della risposta
biologica dell'insulina [126-129]. I substrati del recettore insulinico sono classificati come
Insulin  Receptor Substrates (IRS-1,IRS-2,IRS-3,IRS-4). Si tratta di proteine
intracitoplasmatiche, citosoliche o legate a strutture endocellulari. Contengono diverse
tirosine che, una volta fosforilate in risposta allo stimolo insulinico, sono riconosciute e
legate da altre proteine. In particolare, IRS-1 fosforilato lega I’enzima PI 3-chinasi (PI3K,
con dominio SH2) e lo attiva. Si tratta di un enzima dotato di 2 sub-unita. La sub-unita
regolatoria (85.000 Da) si lega a tirosine fosforilate dei substrati del recettore insulinico. Il
legame attiva la sub-unita catalitica (110.000 Da) che fosforila, in posizione 3, 1’inositolo
dei fosfoinositidi di membrana. I 3-fosfoinositidi sono riconosciuti da proteine cellulari
dotate di un particolare dominio, noto come dominio PH (Pleckstrin Homology), tra cui la
protein chinasi B (PKB), nota anche come AKT. Il legame con i fosfoinositidi di
membrana rende AKT un miglior substrato per due enzimi normalmente dislocati sulla
faccia interna della membrana cellulare, la chinasi 1 dipendente dai fosfoinositidi (PDK1)

e la chinasi 2 dipendente dai fosfoinositidi (PDK2). Questi due enzimi fosforilano in
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maniera sequenziale, rispettivamente, una treonina ed una serina presenti nella sequenza di
AKT, attivando in questo modo 1’enzima. Gli effetti noti dell’attivazione di AKT sono:

a) traslocazione del GLUTH4 (trasportatore del glucosio a livello epatico e muscolare)
sulle membrane favorendo cosi 1’utilizzazione del glucosio nel tessuto adiposo e nel
muscolo scheletrico;

b) attivazione della glicogeno sintesi, mediante fosforilazione e quindi inibizione
della GSK3 (glicogeno sintasi kinasi 3) e quindi della glicogenolisi.

Inoltre, IRS-1 fosforilato, attiva, tramite le proteine adattatrici Grb2/SOS, le proteine
Ras con conseguente attivazione delle MAP-chinasi, un insieme di proteine con attivita
serina e treonina chinasi, che regolano 1’espressione di diversi geni coinvolti nella crescita
e nella differenziazione cellulare. Tali effetti si realizzano attraverso un controllo sia
trascrizionale che traduzionale. [130].

E evidente che alterazioni presenti a qualsiasi livello in questa complessa rete di
segnali possono generare, o contribuire a generare, resistenza insulinica rallentando,
diminuendo o bloccando la trasmissione del segnale dell’insulina. Tutti i geni che
codificano per proteine coinvolte nella trasduzione del segnale insulinico sono
potenzialmente coinvolti nella patogenesi del DMT2 associato ad insulino-resistenza.
Mutazioni genetiche del recettore dell’insulina sono responsabili di forme rare di insulino-
resistenza quali il leprecaunismo e I’insulino-resistenza di tipo A [131] e, raramente, di
DMT?2.

Si ritiene che le alterazioni funzionali del recettore insulinico abbiano un ruolo
importante nell’indurre insulino-resistenza. In particolare, negli ultimi anni sono state
identificate un numero notevole di proteine che regolano, a vari livelli, 1'azione biologica
dell'insulina, influenzando le diverse tappe della cascata enzimatica che determina gli
effetti biologici dell'insulina. La molteplicita delle proteine e delle reazioni coinvolte nella

trasduzione del segnale insulinico contribuiscono a generare convergenze e/o divergenze
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nella trasmissione del segnale stesso che portano alla molteplicita degli effetti dell’insulina
sui tessuti e/o insulino-resistenza.

Ad esempio ci sono proteine che possono inibire I’attivita tirosino-chinasica del
recettore insulinico; tra queste una delle piu studiate ¢ PTPIB, che interagisce direttamente
con il recettore insulinico defosforilando il residuo di tirosina, con conseguente
inattivazione del recettore stesso. Altre proteina quali SOCS! (suppressor of cytokine
signalling-1), SOCS3 e ENPPI (ectonucleotide pyrophosphatase phosphodiesterase 1)
interagiscono direttamente con legame allosterico con il recettore insulinico, bloccando il
legame con le proteine IRS o inibendo I’attivita tirosino-chinasica del recettore stesso.

Come detto in precedenza, un altro importante snodo piu a valle nella cascata
enzimatica della via del segnale insulinico ¢ rappresentato da AKT/PKB che media la
maggior parte degli effetti metabolici dell’azione dell’insulina. La sua attivita ¢ regolata da
diverse proteine capaci di inibirne la funzione (PP24 e PHLPP) attraverso una
defosforilazione diretta della proteina. Altre proteine regolatrici, come tribbles-3 (TRIB3)
legano AKT/PKB bloccandone la sua fosforilazione ed attivazione. [132]. Tratterd, in

particolare, in questa tesi ENPP1, oggetto del mio studio durante i 4 anni di dottorato.

ENPP1

ENPP-1 ¢ una glicoproteina di membrana ubiquitaria, localizzata nella membrana
plasmatica e nel reticolo endoplasmico, in grado di modulare I’attivita tirosino-chinasica
del recettore insulinico. Il gene che codifica tale proteina ¢ localizzato sul cromosoma
6q22-q23, ed ¢ formato da 25 esoni.

E stato osservato che nei fibroblasti cutanei di un paziente con grave resistenza
insulinica 1 livelli di ENPP1 erano molto elevati [133]. Studi successivi, eseguiti sia in
vitro sia in vivo, hanno dimostrato che ENPPI inibisce I'attivita tirosino-chinasica del

recettore dell'insulina e che ¢ elevata nel tessuto muscolare di pazienti obesi [134, 135]. La
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misura dell’attivita enzimatica di ENPP1 nei fibroblasti di pazienti con DMT2 ha
documentato che 1 livelli di questa glicoproteina sono, in molti casi, superiori a quelli dei
soggetti normali [135]. Nei fibroblasti, I'aumento di ENPP-1 si accompagna a resistenza-
insulinica a livello del recettore insulinico; infatti, l'attivita tirosino-chinasica del recettore
insulinico risponde molto meno alla stimolazione con dosi crescenti di insulina rispetto ai
fibroblasti di soggetti normali. Diversi studi effettuati negli ultimi anni nel nostro
laboratorio hanno dimostrato che il contenuto di ENPP1 ¢ elevato anche nel tessuto
muscolare ed adiposo di soggetti sani non diabetici non obesi con una ridotta sensibilita
insulinica e che in questi soggetti 'aumentato contenuto di ENPP1 si associa con una
ridotta attivita tirosino-chinasica del recettore insulinico [136]. E’ stato inoltre dimostrato
che ENPPI interagisce direttamente con la sub-unita alfa del recettore insulinico [137].
Tale interazione potrebbe rappresentare il meccanismo attraverso il quale ENPP-1 ¢ in
grado di inibire l'attivita tirosino-chinasica del recettore insulinico.

I meccanismi che determinano un aumento del contenuto di ENPP1 nei
soggetti insulino-resistenti non sono ancora noti ed ¢ pertanto necessario verificare se
l'iperespressione di ENPP-1 ¢ un difetto secondario alle alterazioni metaboliche tipiche
della resistenza insulinica (presenti anche in una fase precoce di questa condizione) oppure
se ¢ un difetto primitivo (genetico). Tra le alterazioni metaboliche, sia l'iperinsulinemia che
l'iperglicemia sono buoni candidati a promuovere I’iperespressione di ENPP1, come
suggeriscono le correlazioni positive tra i livelli di insulina e glicemia plasmatica con il
contenuto di ENPP1 sia nel tessuto muscolare che nel tessuto adiposo di soggetti sani non
obesi e non diabetici che di pazienti obesi [136, 138, 139]. Alcuni dati indicano che
I’aumento della sensibilita insulinica e il miglioramento del controllo glicemico indotto
dalla metformina nei pazienti diabetici ¢ associato a una down-regolation dell’espressione
di ENPPI1 [140]. Nel 1999 ¢ stato identificato un polimorfismo nell'esone 4 del gene di

ENPP-1 [141]. Tale variante polimorfica é caratterizzata dalla sostituzione di una base
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azotata, adenina, con una citosina in posizione 121, che determina una sostituzione
aminoacidica nella proteina: glutammina (Q) al posto della lisina (K). Tale polimorfismo,
pertanto, ¢ indicato come K121Q. In un primo studio condotto su una popolazione italiana
soggetti sani non-obesi, non-diabetici, portatori dell’ allele Q sono affetti da resistenza
insulinica rispetto ai soggetti portatori dell’allele K [141]. Inoltre, la trasfezione del cDNA
della variante Q, in cellule umane in coltura, provoca una riduzione dell’attivita tirosino-
chinasica del recettore insulinico ed insulino-resistenza e, come dimostrato dal nostro
gruppo di ricerca, I’interazione con il recettore insulinico ¢ maggiore per ENPP1 con la
variante Q rispetto a ENPP1 nativo [141, 142]. Questi dati sono stati successivamente
confermati in diverse popolazioni [143, 144]. Diversi studi hanno valutato se la presenza
della variante Q di ENPP1 sia associata ad insorgenza del DMT2 e, nonostante alcuni dati
discordanti [145-147], una recente metanalisi condotta su 42.042 soggetti Europei ha
confermato che i portatori dell’allele Q in omozigosi hanno il 40% di rischio in piu di

sviluppare la malattia [148].
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OBBIETTIVO GENERALE

L’obiettivo generale della ricerca da me condotta in questi 4 anni di dottorato
¢ stato quello di studiare le alterazioni genetiche e fisiopatologiche coinvolte nell’obesita e
nel DMT2. Dapprima, ho focalizzato la mia attenzione sul ruolo dei polimorfismi
(+276G>T e -11391G>A) del gene di adiponectina nel modulare la sensibilita insulinica e
le variazioni dell’adiponectina plasmatica dopo decremento ponderale. Poi, ho concentrato
il mio interesse sul polimorfismo K121Q del gene di ENPP1 e sul ruolo che tale
polimorfismo esercita sull’omeostasi glicemica in un’ampia coorte di adulti e adolescenti
con ampio range di BMI. In secondo luogo ho studiato, in pazienti affetti da DMT2 in
trattamento con metformina, se i livelli d’espressione della proteina ENPP1 possono
predire I’efficacia terapeutica del farmaco, valutata mediante la riduzione della glicemia a
digiuno.
Questo obiettivo generale ¢ stato perseguito attraverso la realizzazione di 3 differenti

progetti di ricerca che per comodita di trattazione verranno presentati come:

Studio A: Ruolo del polimorfismo +276 del gene di adiponectina nell’influenzare il

decremento ponderale e/o il miglioramento di parametri clinici e metabolici in pazienti con

obesita grave.

Studio B: Ruolo del polimorfismo K121Q del gene ENPP1 nell’omeostasi glicemica

[149].

Studio C: Espressione di ENPP]I ed effetto della metformina sull’insulino resistenza

in pazienti con diabete tipo 2 (in press).
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PARTE SPERIMENTALE
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STUDIO A: Ruolo del polimorfismo +276 del gene di adiponectina
nell’influenzare il decremento ponderale e/o il miglioramento di parametri

clinici e metabolici in pazienti con obesita grave

Premessa e razionale

L’adiponectina, adipochina prodotta dal tessuto adiposo, ¢ in grado di esercitare
numerose azioni biologiche con meccanismi di tipo autocrino, paracrino ed endocrino [35].
L’alterazione dei meccanismi di sintesi e/o secrezione di questa proteina potrebbero avere
un ruolo importante nella patogenesi della resistenza insulinica, dell’obesita e del DMT2
[36].

I livelli plasmatici di adiponectina sono significativamente ridotti nei soggetti obesi
[107], insulino-resistenti e nei pazienti con DMT2 [109] ed aumentano dopo decremento
ponderale [150]. In uno studio condotto dal nostro gruppo di ricerca abbiamo evidenziato
che I’adiponectina plasmatica correla positivamente con la sensibilitd insulinica, il
colesterolo HDL e negativamente con i trigliceridi. Inoltre, in un sottogruppo di pazienti
sottoposti a chirurgia bariatrica o palloncino intragastrico, 1 livelli plasmatici di
adiponectina aumentavano dopo decremento ponderale e tale variazione si associava
significativamente al miglioramento dei profilo lipidico (colesterolo HDL e trigliceridi)
[151]. Abbiamo inoltre osservato che, nonostante la stretta correlazione tra adiponectina
plasmatica e sensibilita insulinica, era presente un’ampia dispersione dei valori di
adiponectina, anche in soggetti con BMI simile. Anche altri lavori confermano tale
osservazione [107-109] che potrebbe essere attribuita a vari fattori che influenzano la
sintesi e la secrezione di adiponectina (ad esempio ormoni come 1 glucocorticoidi,
mediatori intracellulari del TNF-alfa come il cAMP e farmaci come i tiazolidinedioni)

[152, 153]. Inoltre, anche polimorfismi del gene di adiponectina potrebbero influenzare le
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concentrazioni plasmatiche di adiponectina e, di conseguenza, le sue variazioni dopo
decremento ponderale.

Una recente metanalisi si ¢ occupata di analizzare ’associazione tra le variazioni
genetiche del gene dell’adiponectina e 1 livelli plasmatici di adiponectina, 1’obesita e
I’insulino-resistenza [154]. Alcuni polimorfismi del gene di adiponectina si associano a
variazioni della concentrazioni dell’ormone, mentre altri sono associati all’insorgenza di
DMT?2 [155]. L’allele A dello SNP (single nucleotide polymorphism) -11391G>A del gene
di adiponectina (localizzato nella regione del promotore) associa significativamente con
livelli piu alti di adiponectina (Figura 1).

Dei polimorfismi del gene di adiponectina, due sono stati maggiormente studiati:
+45T>G e +276T>G, rispettivamente localizzati nell’esone 2 e nel secondo introne del
gene (Figura 1). Tali polimorfismi sono risultati strettamente associati con ’obesita e con
I’insulino-resistenza [156]. Un aplotipo del gene di adiponectina (la combinazione tra gli
SPNs +45T>G e +276T>Q) ¢ stato dimostrato essere associato con I’insulino-resistenza in
soggetti non diabetici e con bassi livelli di adiponectina plasmatica. L’allele T (meno
frequente) dello SNP +276G>T associa con alti livelli di adiponectina [154], ma questo
dato non ¢ supportato da dimostrazioni in vitro sul ruolo di tale polimorfismo

sull’espressione del gene di adiponectina [157].

Scopo

Verificare il ruolo dei polimorfismi +276T>G e -11391G>A del gene di adiponectina
nell’influenzare le variazioni dei livelli plasmatici di adiponectina e le variazioni dei

parametri clinici e metabolici dopo decremento ponderale, in pazienti obesi non diabetici.
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Casistica

Sono stati reclutati un numero complessivo di 190 pazienti non diabetici (criteri
ADA) affetti da obesita grave (BMI 44.5+0.5 kg/m’ , media+ES; eta: 34.8+0.8; M/F
45/145) che afferivano agli ambulatori del nostro centro. Il decremento ponderale ¢ stato
indotto in tutti 1 pazienti, sottoposti per almeno 6-12 mesi a dieta ipocalorica (n=14), a

Bendaggio Gastrico Regolabile (BGR, n=67) o a Palloncino Intragastrico (PI, n=109).

Materiale e metodi

In tutti 1 pazienti abbiamo valutato prima e dopo decremento ponderale (dopo 6 mesi
per 1 pazienti sottoposti a PI e dopo 1 anno per 1 pazienti sottoposti a dieta e BGR): misure
antropometriche (peso, altezza, BMI, circonferenza vita e fianchi), pressione arteriosa
sistolica e diastolica, colesterolo totale, colesterolo HDL, trigliceridi, glicemia, insulinemia
e adiponectina plasmatica.

I livelli plasmatici di glucosio sono stati misurati mediante la metodica della
glucosio-ossidasi (Beckman Coulter, Inc., Fullerton, CA); 1 livelli di insulina plasmatica
sono stati analizzati mediante saggio immunoenzimatico (Abbott Laboratories, Abbott
Park, IL), il colesterolo totale ed i trigliceridi sono stati valutati mediante metodica
enzimatica (Instrumentation Laboratory, Milan, Italy), la frazione HDL del colesterolo
totale ¢ stata separata con I'uso del Mg++ e del metodo del destrano solfato (Sclavo
Diagnostics, Siena, Italy). L’adiponectina plasmatica ¢ stata misurata mediante dosaggio
radioimmunologico (Linco, St Charles, MO).

I livelli plasmatici di insulina e di glucosio sono stati misurati in tutti i soggetti prima
e 30, 60, 90 e 120 minuti dopo il test di tolleranza al glucosio (75 g per os) (OGTT) ed ¢

stato calcolato 1’indice di sensibilita insulinica secondo Matsuda-DeFronzo (ISI) con la
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seguente formula:  10000/V(glicemiapae X  insulinemiapaae X glicemiamesia X
insulinemiapegia) [158].

Il DNA genomico di tutti i pazienti ¢ stato estratto da 10 ml di sangue periferico
mediante 1’utilizzo di un kit di estrazione (Roche, Applied Sciente, Indianapolis, IN, USA).
I DNA ¢ stato dosato con metodica spettrofotometrica e controllato mediate analisi
elettroforetica. Gli SNPs -11391G>A e +276G>T sono stati genotipizzati mediante il
saggio fluorogenico della 5’nucleasi (Discriminazione Allelica), applicato al sistema di
rivelazione di sequenza dell’ABI PRISM 7500 Real-Time PCR (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA). Il sistema ¢ basato sull’impiego di due sonde TagManMGB
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) marcate ciascuna con un diverso fluoroforo
(FAM o VIC) in grado di discriminare con la massima efficienza tra 1’allele nativo e
I’allele mutato. Questo parte sperimentale ¢ stata condotta c/o il laboratorio di Ricerca di

Endocrinologia dell’Ospedale Garibaldi Nesima di Catania.

Analisi statistica

I dati sono espressi come media + errore standard della media (ES), tranne nei casi in
cui non venga espressamente specificato.

Le differenze tra medie e tra genotipi sono state valutate mediante il t-test di Student
ed il test di analisi della varianza (ANOVA) e, ove necessario correggere i dati per altre
variabili, della covarianza (ANCOVA). Le differenze nei parametri clinici e metabolici
osservati prima e dopo decremento poderale sono state testate mediante t-test di Student
per dati appaiati. Un valore di p<0.05 ¢ stato considerato statisticamente significativo.

Per I’analisi statistica dei dati ¢ stato utilizzato il software SPSS per Windows

versione 11.5 ed il programma StatView 5.01.
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Risultati

La percentuale dei genotipi e la frequenza allelica di entrambi gli SNPs presi in
esame sono riportate in Tabella 1. I loci analizzati erano in Hardy-Weinberg equilibrium
nell’intera coorte di soggetti studiati.

Nella nostra casistica, in conformita ai dati presenti in letteratura [159, 160], la
frequenza genotipica per lo SNP +276G>T era 53.1% per il genotipo GG, 39.5% per la
variante GT 7.4% per il genotipo TT, con una frequenza allelica del 27.0% per I’allele raro
T e del 73.0% per l’allele G. Per quanto riguarda lo SNP -11391G>A, la frequenza del
genotipo GG era 84.7% e 15.3% per la variante GA. Nessuno dei soggetti reclutati era
portatore del genotipo AA. La frequenza allelica risultava il 7.6% per 1’allele meno
frequente A e il 92.4% per I’allele G (Tabella 1).

Per I’analisi dei dati, 1 soggetti sono stati suddivisi in 3 sottogruppi in base al
genotipo +276G>T e in due sottogruppi in base al genotipo -11391G>A. Le caratteristiche
generali della popolazione studiata sono presentate nella Tabella 2.

Non si riscontravano differenze statisticamente significative per i diversi parametri
antropometrici € metabolici studiati alla valutazione iniziale. Dopo decremento ponderale
(-18.34+£0.8 kg, media£ES), diversi parametri antropometrici e metabolici (BMI,
circonferenza vita e fianchi, glicemia, insulinemia, colesterolo totale, trigliceridi, ISI ed
adiponectina), miglioravano significativamente (p <0.05-0.0001) indipendentemente dal
genotipo (Tabelle 3 ¢ 4).

Per la variante +276G>T, nei soggetti omozigoti per I’allele T, I’aumento dei livelli
plasmatici di adiponectina dopo decremento ponderale ¢ risultato significativamente piu
elevato rispetto agli omozigoti per I’allele G (+5.1+1.6 vs +2.1£0.4 ng/ml; p<0.05, anche
dopo correzione per eta, sesso e decremento ponderale) (Figura 2). Inoltre, anche i soggetti

con genotipo GT presentavano un maggiore incremento delle concentrazioni plasmatiche
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di adiponectina dopo decremento ponderale rispetto ai portatori della variante GG (+3.4 +
0.5 vs +2.1+0.3 pg/ml, p<0.05, anche dopo correzione per eta, sesso e decremento
ponderale) (Figura 2). Lo stesso risultato si evidenziava analizzando il modello recessivo
[soggetti con genotipo TT vs. portatori dell’allele G (GT+GG)], con i portatori dell’allele T
in omozigosi che mostravano un aumento medio dei valori di adiponectina plasmatica
dopo dimagrimento significativamente superiore rispetto ai soggetti portatori dell’allele G
(GT+GG) (+5.1£1.5 vs. +2.6+£0.3 ug/ml, p<0.05, anche dopo correzione per eta, sesso e
decremento ponderale) (Figura 4A).

Per quanto riguarda I’'ISI, ¢ stato riscontrato un significativo miglioramento dopo
decremento ponderale nei i soggetti omozigoti per I’allele T rispetto ai GG e GT (+6.4+2.1
vs +2.9+0.4 ¢ +3.0+0.5; rispettivamente, p<0.01, dati corretti per eta, sesso e decremento
ponderale) (Figura 3). Allo stesso modo, analizzando il modello recessivo i portatori
dell’allele T in omozigosi mostravano un maggiore ¢ significativo incremento dei valori di
ISI rispetto ai soggetti portatori dell’allele G (GT+GG) (+6.4+2.1 vs. +2.9+0.3, p<0.01,
anche dopo correzione per eta, sesso e decremento ponderale) (Figura 4B).

Come atteso, anche per lo SNP -11391G>A, nei soggetti portatori dello stesso
genotipo diversi parametri clinici e metabolici miglioravano significativamente dopo
decremento ponderale. (Tabella 4) Tuttavia, contrariamente allo SNP +276G>T, non
c’erano differenze significative tra i due genotipi (GG vs. GA) per quanto riguarda le

variazioni dell’adiponectinemia e dell’ISI dopo decremento ponderale.

Commento ai dati

Dati della letteratura hanno evidenziato che I’incremento di adiponectina dopo
decremento ponderale ¢ significativamente associato con il miglioramento della sensibilita
insulinica, suggerendo che tale adipochina potrebbe giocare un ruolo importante nei

meccanismi che determinano il miglioramento dei parametri metabolici dopo decremento
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ponderale [161, 162]. I risultati del nostro studio dimostrano che dopo decremento
ponderale, come atteso, aumenta [’adiponectina, migliora la sensibilita insulinica e
migliorano diversi parametri metabolici.

E’ riportato in letteratura che le varianti -11391G>A e +276G>T del gene di
adiponectina si associano a livelli circolanti dell’ormone piu elevati, probabilmente
attraverso un’alterazione dell’espressione genica e quindi dei livelli plasmatici di
adiponectina [163]. A differenza di alcuni dati presenti in letteratura, nella nostra casistica
in condizioni basali, le varianti -11391G>A e +276G>T non si associano a differenti
concentrazioni di adiponectina. Questo potrebbe essere dovuto all’esiguita del campione o
al fatto che altri polimorfismi e/o altri geni possono essere coinvolti nella regolazione dei
livelli plasmatici di adiponectina. Inoltre, ¢ necessario precisare che la maggior parte degli
studi sull’associazione di tali SNPs ed i livelli plasmatici di adiponectina sono stati
effettuati su soggetti di differente etnia (prevalentemente asiatici) e con parametri
antropometrici differenti rispetto a quelli della nostra casistica, costituita esclusivamente da
soggetti obesi.

Dopo decremento ponderale, i livelli di adiponectina nei soggetti omozigoti per
I’allele T aumentano di quasi il 50% rispetto al valore di base, raggiungendo valori
sovrapponibili a quelli riportarti nei soggetti normopeso. Lo stesso risultato viene
evidenziato per le variazioni dell’indice ISI dopo dimagrimento, per il quale abbiamo
osservato un aumento pari a piu del doppio rispetto al valore basale. Questi dati sono in
contrasto con quelli pubblicati da Shinet et al. [159], che riporta un maggiore incremento
dei livelli plasmatici di adiponectina dopo decremento ponderale nei soggetti portatori
dell’allele G in omozigosi rispetto ai portatori dell’allele T. E necessario tuttavia precisare
che in questo studio i pazienti con genotipo GG, rispetto ai GT e TT, presentavano valori
di adiponectina piu bassi gia di base, prima del decremento ponderale ¢ quindi con una

maggiore probabilita di ottenere un miglioramento delle concentrazioni plasmatiche
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dell’ormone dopo decremento ponderale; infatti, un altro studio dimostra che 1 bassi valori
di adiponectinemia sono predittivi di un maggiore incremento dei livelli plasmatici
dell’ormone dopo decremento ponderale [164].

In conclusione, 1 nostri dati indicano che il polimorfismo +276G>T del gene di
adiponectina potrebbe essere coinvolto nei meccanismi che determinano il miglioramento
della sensibilita insulinica e I’aumento dei livelli di adiponectina dopo dimagrimento. Cio
tuttavia non esclude la possibilita, nell’ambito di una malattia multifattoriale e poligenica
come |’obesita, che altri meccanismi molecolari e/o altri geni possano giocare un ruolo
importante nel determinare le variazioni endocrino-metaboliche indotte dal decremento

ponderale.

TESI DI DOTTORATO IN SCIENZE ENDOCRINOLOGICHE: BASI MOLECOLARI DELL’AZIONE ORMONALE DI MARIA GRAZIA FARINA 33



STUDIO B: Ruolo del polimorfismo K121Q del gene ENPPI1 nell’omeostasi

glicemica

Premessa e razionale

ENPP-1 ¢ una glicoproteina di membrana ubiquitaria localizzata nella membrana
plasmatica e nel reticolo endoplasmico, in grado di modulare I’attivita tirosino-chinasica
del recettore insulinico. (Figura 5). Il gene che codifica tale proteina ¢ localizzato sul
cromosoma 6q22-q23, ed ¢ formato da 25 esoni. (Figura 6)

Diverse evidenze dimostrano che la glicoproteina di membrana ENPP1 svolge
un’azione inibitoria sul recettore insulinico con conseguente insulino resistenza:

a) 1 livelli di espressione ENPP1 sono aumentati in cellule muscolari, adipociti e
fibroblasti di pazienti con insulino resistenza;

b) I'iperespressione di ENPP1 in colture cellulari determina una ridotta risposta al
segnale insulinico;

¢) animali transgenici che iperesprimono ENPP1 in diversi tessuti sono diabetici e/o
insulino-resistenti;

d) un polimorfismo del gene di ENPP1 (K121Q) aumenta 1’effetto inibitorio di tale
proteina sul recettore insulinico e associa con insulino resistenza.

In un recente studio condotto su 2.511 partecipanti al Framingham Heart Study, la
variante Q121 del gene di ENPP1 associava ad iperglicemia ed insulino resistenza. Inoltre,
da una recente ed ampia metanalisi ¢ emerso che soggetti di origine europea, omozigoti per
I’allele Q121 (genotipo QQ) hanno un rischio di diventare diabetici aumentato del 38%

[148].
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Scopo

Scopo del nostro studio ¢ stato studiare il ruolo del polimorfismo K121Q del gene

ENPPI nell’omeostasi glicemica in soggetti adulti e adolescenti di origine caucasica.

Casistica

Due campioni di soggetti di razza caucasica, senza legami di parentela, provenienti
dalla Sicilia orientale, con valori di glicemia a digiuno <7.0 mmol/l (126 mg/dl):

764 adulti (289 non obesi, M/F: 138/151, eta 36.7+0.7; 475 obesi, M/F: 127/348, eta
37.2+0.5);

240 bambini ed adolescenti obesi (M/F: 91/149, eta 8-17 anni; BMI z-score
2.27+0.04).

In tutti i soggetti abbiamo valutato:

Parametri _antropometrici e biochimici analizzati: peso, altezza, BMI, assetto

lipidico, curva da carico orale di glucosio (OGTT).

Parametri metabolici derivati dall’OGTT: indice insulinogenico (IGI), espressione

della prima fase della secrezione insulinica; indice di sensibilita insulinica (ISI, Matsuda-
DeFronzo); disposition index (DI = IGI x ISI), espressione del rapporto esistente tra
secrezione e sensibilita insulinica.

Analisi _genetica: eseguita mediante RFLP (restriction fragment-lenghth

polymorphism), con una percentuale di errore <1%. Le varianti del polimorfismo K121Q
erano in Hardy-Weinberg equilibrium in entrambi i campioni studiati.

Analisi Statistica: 1 dati sono presentati come media + errore standard. Tutte le

analisi sono state corrette per eta, sesso ¢ BMI. Le differenze tra i gruppi per variabili
continue sono state analizzate mediante il test ANOVA ad una via. Il test ANOVA per

misure ripetute ¢ stato utilizzato per valutare le differenze dei valori di glicemia ed
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insulinemia durante OGTT tra i soggetti con differente genotipo. Il test di regressione

semplice ¢ stato utilizzato per analizzare la correlazione tra variabili continue.

Risultati

Le caratteristiche cliniche dei soggetti suddivisi in base al genotipo K121Q di
ENPP1 sono presentate nella Tabella 5. La glicemia a digiuno si associava con la variante
Q121, essendo piu elevata nei soggetti QQ rispetto ai KK (p<0.05). Sia nei soggetti obesi
che in quelli non obesi il profilo glicemico durante OGTT peggiorava progressivamente
passando dal genotipo KK, al KQ e QQ. Per tale ragione, obesi € non obesi sono stati
considerati come unico gruppo e stratificati secondo il genotipo. In dettaglio, 1 soggetti QQ
presentavano glicemie significativamente piu elevate sia rispetto ai soggetti KK che KQ
(p<0.05); inoltre, le glicemie dei soggetti KQ erano significativamente piu elevate rispetto
a quelle dei portatori del genotipo KK (p<0.05) (Figura 7A). Tali differenze non erano
significative per il profilo insulinemico durante OGTT, ad eccezione dei livelli di
insulinemia a 30 minuti, che nei soggetti QQ erano significativamente piu bassi dei
soggetti KQ e KK (p<0.0001) (Figura 7B). Anche la prima fase di secrezione insulinica
(come mostrato dall’indice insulinogenico, IGI) era differente a seconda del genotipo.
Infatti, ’IGI era significativamente (p<0.0001) ridotto nei QQ rispetto ai soggetti KK e KQ
(Figura 8A). Anche per I’indice di sensibilita insulinica (ISI) venivano riscontrate
differenze statisticamente significative tra i genotipi. In particolare, all’analisi post-hoc,
I’ISI era significativamente (p<0.05) ridotto nei soggetti KQ, ma non nei soggetti QQ,
rispetto ai soggetti KK (Figura 8B). Infine, anche il disposition index (DI) era
significativamente differente nei diversi genotipi. In particolare, 1 soggetti KQ e QQ
presentavano un DI significativamente (p<<0.05 e p<0.001, rispettivamente) piu basso dei
soggetti KK; inoltre, il DI dei soggetti QQ era significativamente (p<0.01) piu basso dei

soggetti KQ (Figura 8C).
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La correlazione tra BMI ed ISI era significativamente maggiore nei soggetti
QQ (R?=0.54) rispetto ai soggetti KK (R*=0.44), 0 KQ (R*=0.45), dopo correzione dei dati
per eta e sesso (p di interazione genotipo-BMI <0.001; Figura 9) ad indicare un’interazione
genotipo-BMI nel modulare la sensibilita insulinica. Tutte le suddette alterazioni
(iperglicemia, riduzione della prima fase della secrezione insulinica e riduzione del DI)
sono state replicate anche nella popolazione di adolescenti sovrappeso o obesi. Infatti, i
ragazzini con genotipo KQ presentavano valori plasmatici di insulinemia a digiuno piu
elevati rispetto ai soggetti KK (Tabella 5). Inoltre, anche il profilo glicemico durante
OGTT tendeva ad essere peggiore nei soggetti QQ rispetto ai soggetti KK e KQ, anche se
tale differenza non raggiungeva la significativita statistica (p=0.2, Figura 10A). All’analisi
post-hoc i valori di insulinemia durante OGTT risultavano significativamente (p<0.01) piu
elevati nei soggetti KQ rispetto ai soggetti KK (Figura 10B). Le differenze di IGI, ISI e DI
tra i diversi genotipi in questo gruppo di pazienti erano sovrapponibili a quelle riscontrate
nella popolazione adulta. In particolare, i soggetti QQ avevano, rispetto ai soggetti KQ e
KK, un IGI (p<0.001 e p<0.05, rispettivamente) significativamente piu basso (Figura
11A). Inoltre, I’ISI era significativamente (p<0.01) ridotto nei soggetti KQ, ma non nei
soggetti QQ, rispetto ai soggetti KK (Figura 11B). Infine, i soggetti QQ presentavano,
rispetto ai soggetti KQ e KK, un DI significativamente piu basso (p<0.05 e p<0.01,

rispettivamente, Figura 11C).

Commento ai dati

I risultati di questo studio dimostrano che soggetti adulti, portatori della variate Q121
del gene ENPP1 hanno un’alterazione dell’omeostasi glicemica durante OGTT causata da
un’alterata interazione tra sensibilitd e secrezione insulinica. I soggetti iperglicemici
potrebbero avere sia una ridotta secrezione insulinica ma anche una ridotta sensibilita

insulinica. Infatti i soggetti QQ presentano un’alterazione della prima fase di secrezione
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insulinica che si traduce nella riduzione del DI. Di contro, i soggetti KQ che hanno una
prima fase di secrezione insulinica normale, ma una ridotta sensibilita insulinica hanno
anch’essi una riduzione del DI. L’ISI non ¢ ridotto nei soggetti con genotipo QQ,
probabilmente a causa dei bassi valori di insulinemia riscontrati nei primi 60 minuti
dell’OGTT, che sono invece espressione della ridotta secrezione insulinica.

Inoltre, abbiamo osservato che esiste una interazione significativa tra genotipo
K121Q e BMI nel modulare la sensibilita insulinica. Questo dato ¢ in linea con i dati della
letteratura che riportano come tale interazione possa condizionare 1’insorgenza del DMT2
e delle complicanze cardiovascolari [165, 166]. Questi dati sembrano suggerire, pertanto,
che 1 soggetti QQ tendono ad avere una ridotta sensibilita insulinica specie se sono anche
obesi. Nei soggetti magri, pertanto, I’effetto negativo del genotipo QQ sulla sensibilita
insulinica sembra essere minore e, da solo, il difetto di secrezione insulinica non €
sufficiente per determinare 1’insorgenza del DMT2 [167]. Di contro, nei soggetti obesi
I’effetto negativo della variante Q121 sulla secrezione insulinica si somma all’effetto
dell’interazione BMI/genotipo sulla sensibilita insulinica, incrementando il rischio di
DMT?2.

Un’altra importante conclusione del nostro studio ¢ che tali alterazioni
dell’omeostasi glicemica sono state riscontrate anche in adolescenti obesi portatori del
genotipo QQ, ad indicare che gia nelle fasi precoci della vita esiste in questi soggetti
un’alterazione della sensibilita e della secrezione insulinica.

Lo studio genetico delle malattie multifattoriali pud essere condizionato da risultati
falsamente positivi. Tuttavia i valori di “p” altamente significativi ¢ 1’omogeneita dei
risultati, con la replicazione dei dati in una popolazione di adolescenti con

soprappeso/obesita, rende poco probabile la possibilita di risultati falsamente positivi.
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Inoltre, 1 nostri dati concordano con la recente evidenza dell’associazione del
genotipo QQ con il DTM2 in un ampia meta-analisi effettuata su soggetti di etnia
caucasica [ 148].

In conclusione, la riduzione della prima fase della secrezione insulinica e 1’alterato
rapporto tra la secrezione e la sensibilita insulinica sono le principali alterazioni associate a
tale polimorfismo e, probabilmente, spiegano I’aumento del rischio di sviluppare il DMT2

in questi soggetti.
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STUDIO C: Espressione di ENPPI ed effetto della metformina sulla

resistenza insulinica in pazienti con diabete tipo 2.

Premessa e razionale

La metformina, biguanide utilizzata come farmaco di prima scelta nel trattamento di
pazienti con DMT2 soggetti con DMT2 in sovrappeso o obesi [168], ¢ un farmaco
insulino-sensibilizzante, il cui meccanismo d’azione non ¢ ancora del tutto chiaro. La
metformina riduce la produzione epatica di glucosio [169, 170], aumenta il trasporto di
glucosio e la sua utilizzazione a livello muscolare, incrementando altresi la glicogeno-
sintesi, sia in soggetti diabetici [171, 172] che non diabetici [173], ed ¢ anche in grado di
migliorare il profilo lipidico [169]. Inoltre la metformina sembra essere coinvolta anche
nell’attivazione dell’AMPK, che up-regola 1’espressione di IRS-1 attraverso 1’inibizione
della via mTOR [174-176]

ENPP1, come detto in precedenza, ¢ una glicoproteina di membrana coinvolta nella
patogenesi dell’insulino-resistenza. La sua iperespressione al livello dei tessuti bersaglio
dell’insulina o la variante Q del polimorfismo K121Q del gene ENPP1, sono caratterizzate
da un maggiore effetto inibitorio sull’attivazione del recettore insulinico [142, 177].
Diversi dati della letteratura hanno confermato che la variante Q del gene ENPPI1 si associa
ad insulino resistenza [141, 149, 165] e DMT2 [143, 147]. Nello studio “Diabetes
Prevention Program”, I’effetto della metformina nel ridurre il rischio di sviluppare il
DMT?2 si ¢ rivelato maggiore nei portatori della variante Q, rispetto agli omozigoti KK,
suggerendo che il genotipo K121Q di ENPP1 possa predire I’efficacia terapeutica del

trattamento con farmaci insulino-sensibilizzanti [178].
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Dati preliminari indicano che 1’aumento della sensibilita insulinica ed il
miglioramento del controllo glicemico indotto dalla metformina nei pazienti diabetici ¢
associato ad una down-regolation dell’espressione di ENPP1 [140]. Inoltre, altri studi
riportano che la variante Q121 del gene di ENPP1 predice ’effetto positivo dello stile di
sono disponibili dati sul ruolo dei livelli di espressione di ENPP1 nel modulare I’effetto di

terapie farmacologiche insulino sensibilizzanti quali il trattamento con metformina.

Scopo

Lo scopo del nostro studio ¢ stato di verificare se 1 livelli di espressione di ENPP1,
misurati nei linfociti umani, sono in grado di predire 1’efficacia della metformina

sull’omeostasi glicemica in pazienti con DMT?2.

Casistica e disegno sperimentale

Questo protocollo di studio, avviato in collaborazione con 1’Unita di Endocrinologia
dell’Istituto Scientifico “Casa Sollievo della Sofferenza” di San Giovanni Rotondo e con
I’Istituto “Casa Sollievo Sofferenza - Mendel” di Roma (Prof. V. Trischitta), ¢ stato
finanziato nel 2007 con un grant della Societa Italiana di Diabetologia (SID, Prof V.
Trischitta).

Sono stati reclutati 62 pazienti con DMT2 (36 maschi e 26 femmine) che afferivano
consecutivamente al centro Antidiabetico dell’Ospedale Garbali di Catania (n=34) e al
Reparto di Endocrinologia dell’Istituto Scientifico Ospedale Casa Sollievo della
Sofferenza di San Giovanni Rotondo (n=28), con i seguenti criteri di inclusione:

= eta compresa tra 40-70 anni;

= durata del diabete compresa tra 2 ¢ 20 anni;
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= HbAlc tra 6.5 ¢ 9%;
= assenza di terapia insulinica.
Criteri di esclusione: controindicazioni al trattamento con metformina
Tutti 1 pazienti sono stati sottoposti a un periodo di 5 giorni di wash-out dalla terapia
con ipoglicemizzanti orali precedentemente praticata e, successivamente, sono stati trattati
per un periodo di 3 mesi con 2550 mg/die di metformina. La terapia antipertensiva e
antidislipidemica eventualmente praticata e¢ la dieta non subivano modifiche e i pazienti

venivano invitati a non modificare lo stile di vita durante il periodo di trattamento.

Metodi

In tutti 1 soggetti sono stati valutati, prima ¢ dopo 3 mesi di trattamento con
metformina: parametri antropometrici (peso, altezza, BMI, circonferenza vita), HbAlc,
glicemia, insulinemia, trigliceridi, colesterolo HDL. Anche i livelli di espressione
dell’'mRNA di ENPP1, sono stati misurati prima ¢ dopo 3 mesi di terapia mediante PCR
quantitativa, real time, su linfomonociti da sangue periferico. Tutti 1 parametri
glicometabolici sono stati misurati presso il laboratorio del nostro presidio ospedaliero.
L’HbAlc ¢ stata misurata mediante metodica HPLC. La resistenza insulinica ¢ stata
valutata mediante indice HOMA calcolato con la seguente formula: insulinemia (mU/I) x
glicemia (mmol/l) / 22.5.

La misura dei livelli di mRNA dei linfo-monociti circolanti ¢ stata valutata presso
I’istituto “CSS-Mendel” di Roma dalla Dott.ssa S. Prudente.

I pazienti venivano considerati affetti da ipertensione se presentavano valori di
pressione sistolica >130 mmHg e diastolica >85 mmHg o se praticavano terapia

antipertensiva; mentre venivano classificati come dislipidemici se praticavano terapia
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antidislipidemica o avevano il colesterolo totale >220 mg/dl, HDL-colesterolo <40 mg/dl

negli uomini e <50 mg/dl nelle donne e 1 trigliceridi >150mg/dl.

Analisi Statistica

I valori dei parametri clinico-metabolici dei pazienti studiati sono riportati come
media = deviazione standard (DS), mentre le frequenze di distribuzione delle variabili
categoriche sono espresse in percentuali. I livelli di espressione di ENPP1 sono stati
trasformati in logaritmi a causa della distribuzione non parametrica. Le differenze tra i
valori prima e dopo terapia con metformina sono state confrontate con il test t di Student
per dati appaiati. Le variabili predittive delle variazione della glicemia dopo trattamento
con metformina sono state analizzate mediante modelli di regressione lineare univariata e
la multivariata. Il test del rapporto di verosimiglianza ¢ stato utilizzato per paragonare
I’adattamento di due modelli: con e senza ENPP1. Un valore di p<0.05 ¢ stato considerato
statisticamente significativo. L’analisi statistica ¢ stata eseguita utilizzando il software SAS

(versione 9.1, SAS Institute, Cory, NC).

Risultati

Le caratteristiche dei pazienti studiati sono mostrate nella Tabella 6.

Dopo 3 mesi di trattamento con metformina, i seguenti parametri miglioravano
significativamente: BMI (p<0.001), glicemia (p<0.001), colesterolo HDL (p<0.001) e
HOMAR (3.84+2.0 vs. 3.0+2.0, p<0.001) (Tabella 7). Anche 1 trigliceridi si riducevano, ma
tale variazione non raggiungeva la significativita statistica.

I livelli medi di mRNA di ENPPI non erano significativamente differenti prima e

dopo terapia con metformina (6.8+5.8 vs. 7.4+5.5 UA, p=0.20).
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I livelli di mRNA di ENPP1 di base (prima dell’inizio del trattamento con
metformina) correlavano significativamente con [D’efficacia del trattamento con
metformina, come indicato dalle variazioni della glicemia (valore basale meno valore dopo
3 mesi di trattamento; p=0.03, R?=0.07) (Tabella 8). L’efficacia della terapia con
metformina veniva inoltre predetta dal genere (maggiore efficacia nel sesso femminile
rispetto a quello maschile) e dai piu elevati livelli di glicemia a digiuno; la durata della
malattia, il BMI e ’THOMA-IR non erano invece predittivi di efficacia della terapia. La
correlazione tra i livelli basali di mRNA di ENPP1 e le variazioni della glicemia dopo
terapia con metformina era statisticamente significativa nelle femmine (n=26, p=0.002,
R’=0.34), ma non raggiungeva la significativita statistica nei maschi (n=36, p=0.87,
R’=0.001), suggerendo una possibile interazione tra genere ed espressione di ENPP1 nel
modulare I’azione della metformina (Tabella 8). Applicando il modello statistico di analisi
multivariata che comprendeva anche la durata del diabete e il BMI, solo il genere
(p=0.003), la glicemia a digiuno (p<0.001) ed i livelli basali di mRNA (p=0.04) risultavano
predittori indipendenti dell’efficacia della metformina (ovvero delle variazioni della
glicemia dopo trattamento con metformina). Sono stati inoltre testati 2 differenti modelli di
analisi multivariata: con e senza i livelli di mRNA di ENPP1. L’R? della multivariata dei
due modelli statistici era pari a 0.46 aggiungendo i livelli di mRNA di ENPP1 e 0.41 senza
i livelli di mRNA di ENPPI1. La differenza tra i due modelli risultava statisticamente

significativa (p<0.002, test del rapporto di verosimiglianza tra i due modelli).

Commento ai dati

Come atteso, la terapia con metformina migliora la resistenza insulinica in pazienti
con DMT2. I nostri dati indicano per la prima volta che I’espressione di ENPPI ¢

predittore in maniera indipendente dell’efficacia ipoglicemizzante della metformina nei
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pazienti con DMT2. Inoltre, aggiungendo nel modello di analisi multivariata 1 livelli di
espressione di ENPP1 alle variabili cliniche studiate, la predittivita dell’efficacia della
metformina migliorava significativamente del 5% (R* da 0.41 a 0.46, p=0.002).

La misura dell’espressione di ENPP1 (ottenibile da un semplice dosaggio di
laboratorio) potrebbe essere utile per individuare un particolare fenotipo di soggetti (es: le
donne, come riportato dai nostri dati) per i quali ¢ possibile individualizzare la terapia con
metformina. I risultati di questo studio, pertanto, rappresentano il primo riscontro sulla
possibilita di predire I’efficacia della terapia con metformina attraverso la misurazione dei
livelli di espressione di geni “target” coinvolti nella patogenesi dell’insulino-resistenza o
nell’alterazione del metabolismo del glucosio.

Per spiegare come 1’espressione di ENPP1 moduli I’efficacia farmacologica della
metformina possiamo avanzare solo qualche ipotesi speculativa. E’ possibile ipotizzare che
I’interazione tra ENPP1 e metformina sia dovuta al differente effetto esercitato sul
recettore insulinico. Infatti, uno degli effetti mediati dalla metformina ¢ I’attivazione
del’AMPK, che up-regola 1’espressione di IRS-1 attraverso I’inibizione della via mTOR
[174-176] . La metformina, inoltre, inibisce la fosforilazione in serina di IRS-1
(Ser636/639) indotta dall’iperglicemia, riducendo I’inibizione sulla cascata del segnale
insulinico [181]. Questi dati suggeriscono pertanto che in condizioni di “down regulation”
del recettore insulinico (come nel caso dell’iper-espressione di ENPP1 e probabilmente
anche nei portatori della variante Q di ENPPI1) la metformina potrebbe esercitare
un’efficacia ipoglicemizzante maggiore [135, 139, 182]. Diversi dati della letteratura
riportano che la metformina ha un effetto positivo sul recettore insulinico negli eritrociti

[183, 184], nei monociti e, soprattutto, negli epatociti [185].
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Una migliore caratterizzazione di questi meccanismi potrebbe rivelarsi utile per la
messa a punto di strategie di predizione dell’efficacia terapeutica del farmaco e quindi di

terapie personalizzate per la cura del DMT2.
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CONCLUSIONI GENERALI

Questi studi condotti durante questi 4 anni di dottorato suggeriscono che:

a)

b)

il polimorfismo +276G>T del gene di adiponectina sembrerebbe essere coinvolto nei
meccanismi che determinano il miglioramento della sensibilita insulinica e
I’aumento dei livelli di adiponectinemia plasmatica dopo decremento ponderale;

la variante K121Q del gene di ENPP1 associa sia con il grado di resistenza insulinica
che con una ridotta capacita secretoria della beta cellula pancreatica e questo,
probabilmente, potrebbe spiegare I’aumento del rischio di sviluppare il DMT2 nei
soggetti portatori di tale polimorfismo. Infine, i livelli di espressione di mRNA di
ENPP1 sono in grado di predire D’efficacia terapeutica del trattamento con
metformina in pazienti con DMT2. I risultati di questo studio, pertanto,
rappresentano il primo riscontro sulla possibilita di predire 1’efficacia della terapia
con metformina attraverso la misurazione dei livelli di espressione di geni “target”
coinvolti nella patogenesi dell’insulino-resistenza o nell’alterazione del metabolismo

del glucosio.
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FIGURE E TABELLE STUDIO A
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FIGURE E TABELLE STUDIO B
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Figura 9: Correlazione tra BMI ed ISl nei
genotipi del K121Q di ENPP1
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TABELLE STUDIO C
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Tabella 6 Caratteristiche cliniche dei pazienti studiati

Numero di soggetti (Maschi/Femmine) i 62 (36/26)
Eta (anni) 1 58.6+7.6
BMI (Kg/m2) | 327472
HbAlc (%) I 7307
Durata della malattia diabetica (anni) E 8.6+6.4
Dislipidemia (%) 1903
Ipertensione (%) E 87.1
Terapia antidiabetica (dieta) (%) E 12.9
Terapia antidiabetica (dieta e ipoglicemizzanti i 87.1

orali) (%)

Dati espressi come mediaxDS; BMI: body mass index; per dislipidemia
ed ipertensione vedi metodi

Tabella 7: Effetto di 3 mesi di trattamento con metformina
sulle variabili correlate all’insulino resistenza

pre-metformina  Post-metformina P
BMI (Kg/m2) | 327472 | 318471 { <0.0001
Glicemia (mg/dl) | 173.08438 | 147.14378 | <0.0001
HOMA-IR 40423 | 3.2432 ' 0.002
HDL-colesterolo (mg/dl)} ~ 41.2+10.5 | 44.1108 | <0.001
Trigliceridi (mg/dl) | 131.6£71.6 | 12834705 ! 0.50

Dati espressi come media +DS; BMI: bodi mass index; Homa-IR: homeostatic
model of assessment of insulin resistance (vedi metodi).
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Tabella 8: Univariata utilizzando ’efficacia della metformina

come variabile dipendete

B —

i p i R2 i Coefficiente 3
Espressione ENPP1 (UA) i 0.03 i 0.07 i 13.65
Sesso (M=0/F=1) i 0.05 i 0.06 5 17.12
Eta (anni) L 077 i\ 0001 i -0.17
Durata della malattia (anni) i 0.58 i 0.01 i 0.38
BMI (Kg/m2) i 074 1 000 @ -021
Glicemia a digiuno (mg/dl) | 0001 1 031 1 0.44
HOMA-IR P 014 1 004 i 2.90

R ———————————

ENPP1 (vedi metodi); M: maschi; F: femmine; BMI: body mass index; HOMA-IR:

Homeostatic Model of Assessment of Insulin Resistance (vedi metodi)
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