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INTRODUZIONE GENERALE

Il Diabete di tipo 2 (DT2) & una malattia caratterizzata da un’inadeguata risposta delle beta-
cellule alla progressiva resistenza insulinica che si accompagna, con l'avanzare dell'eta, a
inattivita e ad aumento di peso (Stumvoll M 2008).

I DT2 e un disturbo metabolico complesso causato dall'interazione di fattori genetici e
ambientali, e si ritiene che il contributo genetico sia di circa il 50-70%; ad oggi sono stati
individuati piu di 80 geni legati al DT2, e questi geni presentano spesso polimorfismi che
modificano la loro funzione (Talmud PJ 2010; Li H 2013; Wang CJ 2013).

Studi di associazione sull'intero genoma (GWAS) hanno identificato una lunga lista di geni che
sono moderatamente associati a una predisposizione al DT2, molti dei quali coinvolti nella
funzionalita delle cellule beta pancreatiche. Tuttavia, nessuna di queste associazioni genetiche
e sufficientemente forte da poter essere utilizzata per lo screening pre-diagnostico.
Attualmente, il miglior predittore del rischio rimane una storia familiare positiva (Muscogiuri G
2014).

La prevalenza sempre piu diffusa del DT2 e legata all'aumento del tasso di obesita (Zimmet P
2001), che & una conseguenza delle tendenze sociali verso una maggiore assunzione di energia

e una riduzione delle spese energetiche.

Il tasso di mortalita nei pazienti diabetici & circa il doppio di quello dei soggetti non diabetici di
eta simile (Rao Kondapally Seshasai S 2011); questo rende il diabete un fattore di rischio per la
mortalita, in particolare di origine cardiovascolare (CV), che determina 2,9 milioni di eventi
globali annuali (Roglic G 2005).

Tale scenario si prevede in ulteriore peggioramento dato che la prevalenza del DT2, di gran
lunga la forma pit comune di diabete che comprende oltre il 90% di tutti i soggetti diabetici, &
in aumento in tutto il mondo (International Diabetes Federation). L'alta, e sempre in ulteriore
crescita, prevalenza del DT2 rappresenta un'enorme sfida per i sistemi di assistenza sanitaria e
di finanziamento mondiali. Pertanto, € necessaria una precoce identificazione degli eventi

cardiovascolari nei pazienti diabetici, al fine di indirizzare le strategie di prevenzione.



E' riconosciuto un contributo genetico nelle diverse forme di diabete ad esordio precoce (piu
noto come diabete monogenico) e in quelle ad insorgenza in eta adulta (Stumvoll M 2008).
Attraverso diversi approcci genetici, come studi di associazione e studi di associazione
sull'intero genoma (GWAS) e combinati con studi di meta-analisi, si € dimostrato che queste
diverse forme di diabete sono caratterizzate da una grande eterogeneita genetica, mettendo in
evidenza la complessita delle vie di segnale che sono fondamentali per la biologia delle cellule
beta pancreatiche (Florez JC 2008; Frayling T 2007; Zeggini E 2007).

Il numero di loci per i quali esistono prove convincenti che conferiscono suscettibilita al DT2
hanno cominciato a crescere all'inizio del 2007 con la pubblicazione dei primi studi GWAS
(Sladek R 2007; Frayling T 2007; Scott LJ 2007; Zeggini E 2007) e si € ampliata notevolmente
negli anni successivi.

Ad oggi, studi di meta-analisi e di GWAS sul DT2 che includono soggetti di origine europea,
asiatica, africana e americana hanno identificato oltre 80 loci di suscettibilita (Gaulton KJ 2015;
DIAGRAM Consortium 2014; Lyssenko V 2013; Dupuis J 2010; Voight BF 2010; Zeggini E 2008).
Nonostante il grande successo degli studi GWAS che hanno condotto alla scoperta degli SNPs
(polimorfismi di singoli nucleotidi) associati al DT2, il meccanismo attraverso il quale questi
SNPs fisiologicamente influenzino la patogenesi del DT2 non € ancora del tutto chiaro. | geni di
suscettibilita per il DT2 identificati finora sono principalmente associati alla maturazione o alla
funzione delle beta-cellule del pancreas: le varianti di rischio potrebbero alterare la secrezione
insulinica stimolata dal glucosio, la conversione della proinsulina, la secrezione o I'azione degli

ormoni incretinici.

E’stato recentemente dimostrato che le misurazioni di laboratorio di routine possono essere
utilizzate per la creazione di un modello convalidato per la previsione del rischio di mortalita nei
pazienti affetti da DT2 (De Cosmo S 2013).

Tuttavia, nonostante la buona performance di questo modello, circa il 25% dei pazienti rimane
ancora erroneamente diagnosticato (De Cosmo S 2013).

Esempi simili, se non peggiori, sono stati ottenuti da modelli di previsione riportati in
precedenza (Yang X 2008; Wells BJ 2008; McEwen LN 2012), rendendo quindi necessaria la
messa a punto di una migliore valutazione del tasso di mortalita e di morbilita cardiovascolare

nel paziente diabetico.



Infatti, migliorare la capacita di stratificare il rischio individuale permetterebbe di concentrare
I’attenzione in maniera precisa sui pazienti ad alto rischio. Per perseguire questo obiettivo, e
certamente necessario individuare nuovi marcatori molecolari e metabolici di mortalita e
rischio di malattie cardiovascolari (CVD), che potrebbero eventualmente diventare marcatori di
interesse clinico. Inoltre, poter classificare ciascun individuo in modo preciso, permetterebbe di
identificare sottogruppi di pazienti che potrebbero trarre beneficio da terapie specifiche in base

al loro “fenotipo molecolare e/o metabolico”.

Insieme ai classici fattori di rischio per la previsione del rischio di malattie cardiovascolari e di
mortalita, sono stati suggeriti nuovi potenziali biomarcatori. Tra questi, i livelli di vitamina D
sono considerati un importante fattore di rischio, e devono essere confermati come marker
clinico di rischio cardiovascolare.

L'individuazione del Vitamin D Receptor (VDR) e della 1-alfa-idrossilasi nelle cellule di tutto il
sistema cardiovascolare ha motivato diversi studi sul ruolo della vitamina D nell'eziologia delle
malattie cardiovascolari. Studi sperimentali hanno evidenziato numerose vie che collegano i
livelli della vitamina D con I'aterogenesi e con il rischio CVD. La vitamina D sembra essere in
grado di interagire con il sistema renina-angiotensina aldosterone (RAAS), l'inflammazione, la
coagulazione, la proliferazione delle cellule muscolari lisce delle pareti vascolari e dei
cardiomiociti, la calcificazione vascolare e i livelli degli ormoni paratiroidei. Allo stesso tempo, la
vitamina D puo migliorare la secrezione dell'insulina e la sensibilita all'insulina, nonché Ia

funzione endoteliale (Brandenburg VM 2012; Van der Schueren BJ 2012).

In uno studio trasversale condotto su 715 pazienti diabetici di tipo 2, Zoppini e i suoi
collaboratori hanno dimostrato che alti livelli di emoglobina glicata sono associati a bassi livelli
di vitamina D nel siero indipendentemente dalla durata del diabete, dal trattamento anti-
diabetico e dalla presenza di nefropatia (Zoppini G 2013).

L'ipovitaminosi D e stata associata con un piu alto rischio di sindrome metabolica e di DT2
(Scragg R 2004; Ford ES 2005).

Gli studi di popolazione suggeriscono che la vitamina D (e il calcio) potrebbero giocare un ruolo
fondamentale nello stimolo della funzione delle cellule beta del pancreas e sulla sensibilita

all'insulina, entrambi meccanismi importanti nella patogenesi del DT2.
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Un grande studio trasversale (National Health and Nutrition Examination Survey, NHANES) ha
mostrato una correlazione inversa tra i livelli sierici di 25-idrossi-vitamina D e l'incidenza di DT2
e resistenza insulinica (Scragg R 2004; Ford ES 2005).

Uno studio prospettico (Medical Research Council Ely Study 1990-2000) ha evidenziato una
relazione inversa tra 25-idrossi-vitamina D e stato glicemico (Forouhi NG 2007).

Numerose evidenze suggeriscono inoltre che la vitamina D presenta potenziali effetti benefici
sui fattori di rischio cardiovascolare e sullo sviluppo di CVD (Michos ED 2008; Holick MF 2007).
Studi di popolazione hanno mostrato che bassi livelli di vitamina D circolante si associano alla
presenza di fattori di rischio per lo sviluppo di malattie cardiovascolari, in particolare
ipertensione, alterata tolleranza al glucosio e inflammazione (Forman JP 2007; Mattila C 2007;
Martins D 2007; Shea MK 2008).

Studi trasversali e caso-controllo hanno mostrato livelli ridotti o insufficienti di 25-idrossi-
vitamina D nei pazienti con malattia cardiovascolare conclamata (Poole KE 2006; Melamed ML
2008) e si & osservata una forte associazione tra bassi livelli di vitamina D e un aumento del

rischio cardiovascolare (Holick MF 2007; Mattila C 2007; Melamed ML 2008; Michos ED 2008).

Nonostante i dati promettenti ottenuti dagli studi trasversali e caso-controllo, i risultati degli
studi prospettici sull'associazione tra i livelli basali di vitamina D e la successiva incidenza di
eventi cardiovascolari sono incompleti. Inoltre, la relazione tra lo stato della vitamina D e gli
eventi CVD nei pazienti diabetici di tipo 2 e inesplorato, poiché tutti gli studi sono stati condotti

nella popolazione generale.
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VITAMINA D

Introduzione

Gran parte dei livelli di vitamina D (misurata attraverso la 25-idrossivitamina D, 25(0OH)D) sono
determinati dalla stagione e da altri fattori modificabili che influenzano sia la sua sintesi sulla
pelle che I'assunzione dietetica. Tuttavia, la ricerca delle influenze genetiche sullo stato della
vitamina D é attiva da diversi anni. Si ritiene infatti che la componente ereditaria della
concentrazione di 25(0OH)D sia considerevole; tuttavia, vi € un'ampia variabilita dei tassi stimati
(da 29 a 80%) (Shea MK 2009; Hunter D 2001; Wjst M 2007). Nel 2010 ¢ stato pubblicato il
primo grande studio GWAS sulla 25(OH)D il quale, insieme a studi sui geni candidati, ha fornito
importanti riflessioni sull'influenza delle varianti genetiche comuni sullo stato della vitamina D,
(Wang TJ 2010). Questo studio ha mostrato che mutazioni nei geni coinvolti nella sintesi del
colesterolo (DHCR7), nell'idrossilazione (CYP2R1) e nel trasporto della vitamina D (GC)
influenzano i livelli della vitamina D. Varianti in questi loci identificano individui di origine

europea a elevato il rischio di ipovitaminosi D.

Determinanti dello stato di vitamina D: assunzione e metabolismo

La 1,25 diidrossi-vitamina D (1,25(0OH)2D) e il principale ormone steroideo coinvolto nella
regolazione dell'omeostasi minerale e nel metabolismo osseo.

Alle funzioni gia note di questa molecola si sono aggiunte negli ultimi anni diverse evidenze
sperimentali che dimostrano un’influenza diretta della vitamina D in altre vie metaboliche, nella
regolazione del ciclo cellulare e del sistema immunitario.

La vitamina D comprende un gruppo di pro-ormoni liposolubili costituito da 5 diverse vitamine:
vitamina D1, D2, D3, D4 e D5.

Le due piu importanti forme in cui la vitamina D si pud trovare sono la vitamina D2
(ergocalciferolo) e la vitamina D3 (colecalciferolo), dall'attivita biologica molto simile. Il
colecalciferolo (D3) deriva dal colesterolo ed e sintetizzato negli organismi animali, mentre
I'ergocalciferolo (D2) & di provenienza vegetale (Dusso AS 2005).

Nell'uomo, la forma naturale della Vitamina D ¢ il colecalciferolo e viene ingerito attraverso la
dieta oppure viene prodotto sulla pelle attraverso I'interazione dei raggi ultravioletti della luce

con un derivato del colesterolo (Haddad JG 1974). La vitamina D2 o ergocalciferolo € un
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derivato degli steroli vegetali ed e contenuto nella maggior parte degli integratori a base di
Vitamina D (Triunfo S 2016; Thorne-Lyman A 2012). Sia la vitamina D2 che la vitamina D3
circolano nel sangue legate alla proteina legante la Vitamina D e devono essere idrossilate per
diventare attive. Si pensa che i metaboliti D3 e D2 abbiano un'attivita fisiologica simile, ma i
livelli di D3 possono aumentare piu rapidamente dopo supplementazione (Triunfo S 2016;
Haddad JG 1974). Inoltre, alcuni studi hanno suggerito che la biodisponibilita della vitamina D3
€ migliore rispetto a quella della vitamina D2 (Trang HM 1998; Armas LA 2004); in ogni caso, il
metabolismo di queste due forme ¢ simile e spesso in letteratura non si fa distinzione parlando

per semplicita di vitamina D.

La vitamina D, una volta trasformata nella sua forma attiva, agisce come un ormone in grado di
esercitare un controllo su numerose funzioni del nostro organismo.

La vitamina D € una sostanza essenziale per il nostro organismo il cui fabbisogno viene
soddisfatto grazie a un’adeguata esposizione alla luce solare e all'alimentazione (20% circa):
alcuni alimenti come gli oli di pesce, le uova, il burro, il latte, il fegato e alcuni pesci marini come
I'aringa, il salmone e le sardine, contengono buone concentrazioni di questa sostanza e, in stati
carenziali o di aumentato fabbisogno, sono indicati supplementi farmacologici.

La vitamina D si forma principalmente sulla pelle attraverso la sintesi stimolata dai raggi
ultravioletti con I'esposizione alla luce solare (Webb AR 2006), mentre una quota pil piccola
dipende dall'introito alimentare (Holick MF 2007; Pilz S 2009).

Il sole e la fonte principale di vitamina D: questa viene, infatti, sintetizzata sulla superficie
cutanea mediante una reazione foto-mediata a partire dal 7-deidro-colesterolo presente sulle
superfici cellulari.

Le radiazioni in grado di determinare la sintesi della vitamina D sono quelle appartenenti allo
spettro solare degli ultravioletti con lunghezza d’onda compresa tra i 290 ed i 315 nanometri,
ovvero gli UVB; tra 'autunno e la primavera, invece, I'intensita delle radiazioni solari si riduce,
non garantendo, pertanto, il raggiungimento del fabbisogno totale di vitamina D.

Visto l'importante ruolo della luce solare sulla sintesi che avviene sulla pelle, & stato dimostrato
un forte impatto della stagione sui livelli di vitamina D, con piu alte concentrazioni alla fine
dell'estate e piu basse in inverno e all'inizio della primavera (Hypponen E 2007; Pilz S 2011;

Berry D 2011).
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| livelli di vitamina D sono influenzati dalla latitudine, dalla durata delle stagioni e dal clima
(Holick MF 2007). Ci sono differenze in base all'etnia e la sintesi della vitamina D piu efficiente
nei soggetti con la pelle piu chiara si ritiene sia un risultato dell'adattamento dovuto alla
migrazione verso climi piu freddi e meno soleggiati durante I'evoluzione (Looker AC 2002;
Jablonski NG 2010). L'assunzione dietetica e la supplementazione spiegano 1'1-8% della
variazione inter-individuale dei livelli di 25(0H)D, mentre la stagione e I'esposizione alla luce del

sole spiegano tral'l e il 15% (Burgaz A 2007; Shea MK 2009; Millen AE 2010; Sinotte M 2009).

| raggi UVB del sole stimolano la sintesi della vitamina D attraverso la conversione del 7 deidro-
colesterolo sulla pelle in vitamina D3 (Horst R 2005). La maggiorparte della vitamina D ottenuta
dalla sintesi sulla pelle e introdotta con la dieta viene trasportata nel fegato dove viene
idrossilata a 25(0OH)D, anche se una minor quota di idrossilazione avviene anche in sede extra-
epatica (DeLuca HF 2008; Pilz S 2011).

L'idrossilazione della vitamina D in 25(0OH)D viene finemente regolata nel fegato (Horst R 2005);
tale metabolita risulta molto stabile e pertanto e pil comunemente usato per misurare lo stato
di Vitamina D.

Un ulteriore idrossilazione della 25(OH)D avviene principalmente nel rene (e in misura minore
in altri tessuti) con un processo strettamente regolato dai livelli di calcio, di fosforo e di ormone
paratiroideo, conducendo alla forma attiva, la 1,25 di-idrossi vitamina D (1,25(0OH)2D,
calcitriolo) (Horst R 2005) che ha un'alta affinita per il suo recettore VDR (Baz-Hecht M 2010).

I livelli circolanti di 1,25(0OH)2D sono strettamente regolati e la sua emivita & solo di circa 10-20
ore (Jones G 2008). Invece |'emivita della 25(0OH)D e di circa 15 giorni ed & per questo motivo
che si preferisce utilizzare questo metabolita per la determinazione dei livelli circolanti (Horst R
2005). La concentrazione del siero di 25(0OH)D e considerato il migliore indicatore dello stato
della vitamina D e ne riflette la produzione totale (Pilz S 2011; Holick MF 2007).

In circolo entrambi i metaboliti (25(OH)D e 1,25(0OH)2D) vengono trasportati dalla proteina
legante la vitamina D (GC o DBP) (Speeckaert M 2006; Daiger SP 1975). La proteina legante la
vitamina D e importante non solo per il trasporto in circolo, ma anche per I'assorbimento di
25(0OH)D e di 1,25(0OH)2D nelle cellule bersaglio (Pilz S 2011).

Dopo la seconda idrossilazione, la 1,25(0OH)2D si lega al Vitamin D Receptor (VDR). Le azioni

biologiche della vitamina D vengono espletate attraverso il legame della 1,25(0OH)2D allo

14



specifico recettore VDR, presente in un vasto numero di tessuti e cellule umane, tra cui adipe,
fegato, muscolo, cellule dendritiche e linfociti T (Mitri J 2011).

Per evitare |’eccessiva attivita della vitamina D negli organi bersaglio, attraverso un meccanismo
di feedback negativo, la 1,25(0OH)2D attiva I'enzima vitamina D 24-idrossilasi (CYP24A1) che
converte la 1,25(0OH)2D nella forma inattiva idrosolubile che viene escreta con la bile (Holick MF

2007; Carter GD 2011; Dastani Z 2013; DeLuca HF 2008). (Figura 1)
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15



Ipovitaminosi D

La condizione di ipovitaminosi D, che rappresenta attualmente una pandemia nei paesi
occidentali, si associa a un'aumentata prevalenza ed incidenza di sindrome metabolica e di DT2.
Le principali cause di carenza vitaminica D sono una scarsa esposizione alla luce solare, un
declino nella sintesi cutanea, una scorretta alimentazione e una ridotta idrossilazione renale
(Holick MF 2007). Valori al di sotto di 20 ng/ml (50 nmol/l) sono considerati indicativi di uno
stato di insufficienza mentre valori compresi tra 20 e 30 ng/ml (50-75 nmol/I) sono espressione
di una condizione di carenza (Holick MF 2007; Holick MF 2009). Buoni livelli di vitamina D
riducono il rischio di diabete: diversi studi prospettici suggeriscono che il deficit di vitamina D si
associa al rischio di sviluppare il DT2, ma la maggior parte di questi studi non ha valutato
I"apporto alimentare di calcio che pud avere un effetto indipendente o sinergico con la vitamina
D nel ridurre il rischio di DT2 (Mitri J 2011).

Oltre al ruolo nel metabolismo dell’osso, visto il ruolo pleiotropico della vitamina D (Nagpal S
2005), si ritiene che la sua carenza predisponga anche allo sviluppo di altre patologie quali
infezioni respiratorie, malattie autoimmuni, malattie cardiovascolari, diabete e cancro (Holick
MF 2008).

L'ipovitaminosi D conduce a osteoporosi dovuta ad un aumento del riassorbimento osseo
causato dall'incremento delle concentrazioni sieriche di paratormone (Holick 2007). Inoltre, la
carenza di vitamina D e associata ad affaticabilita muscolare, all’osteomalacia, alla ricketsia nei
bambini e alle fratture ossee (Lips P 2011; Bouillon R, 2008).

Mantenere uno stato vitaminico adeguato & importante, non solo per la salute ossea, ma anche
perché la carenza di vitamina D e associata ad altri outcomes extra-scheletrici, tra cui il tumore
del seno, del colon e della prostata (Martinez ME 1996; Garland CF 1989; John EM 1999), la
risposta immunitaria, il diabete di tipo 1, di tipo 2 e la sindrome metabolica (Bouillon R 2008;
Hypponen E 2001; Zipitis CS 2008), le malattie cardiovascolari e |'ipertensione (Wang TJ 2008;
Giovannucci E, 2008), le funzioni neuropsicologiche e la mortalita per tutte le cause. (Holick MF
2011; Bikle DD 2011; Davis CD 2011; Grant WB 2011; Scragg R 2011; Hewison M 2011; Institute
of Medicine, 2011; Borradale D 2009). Quindi, livelli adeguati di vitamina D, conducono anche
ad una riduzione del rischio di diverse malattie (Grant 2011).

Una metanalisi ha suggerito che la supplementazione di vitamina D porta a una riduzione della

mortalita (Autier P 2007).
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L'ipovitaminosi D é stata associata al DT2 e alle malattie cardiovascolari (CVD) nonché ai fattori
di rischio cardiovascolari (Forouhi NG 2012; Grandi NC 2010; Baz-Hecht M 2010).

Risultati ottenuti da studi prospettici longitudinali hanno mostrato che bassi livelli circolanti di
25(OH)D sono associati ad un aumento del rischio di sviluppare DT2. In una recente e grande
meta-analisi che comprendeva 22 studi prospettici, Ye e i suoi collaboratori hanno confermato
che le concentrazioni piu basse di vitamina D conferiscono un rischio aumentato di DT2 in
soggetti di origine europea (Ye Z 2015).

Non e ancora chiaro se questa associazione sia 0 meno causale, dato che potrebbe essere
influenzata dalla presenza di fattori confondenti come I'esposizione alla luce solare, la
supplementazione e l'alimentazione (Rosen CJ 2012, Forouhi NG 2012). Studi sui polimorfismi
che influenzano i livelli circolanti della vitamina D potrebbero chiarire tale incertezza (Wang TJ
2010).

L'inadeguata esposizione alla luce solare, la dieta e i fattori genetici, come polimorfismi dei geni
coinvolti nel metabolismo della vitamina D (tra cui DHCR7, CYP2R1 e GC) sono associati a
ipovitaminosi D (Wang TJ, 2010).

Sebbene le variazioni nei geni coinvolti nel segnale e nel metabolismo della vitamina D non
siano generalmente associate al DT2, molti studi hanno evidenziato che bassi livelli di vitamina
D circolanti possono essere un fattore di rischio e forse un possibile bersaglio terapeutico a
causa delle proprieta anti-inflammatorie e pro-differenziazione di questo ormone steroideo

(Muscogiuri G 2014).

Diabete e vitamina D

Diversi studi hanno mostrato che l'ipovitaminosi D € associata al DT2 (Forouhi NG 2012; Baz-
Hecht M 2010). Lipovitaminosi D si associa a una aumentata prevalenza ed incidenza di
sindrome metabolica e di DT2 (Palomer X 2008; Lui E 2010). Inoltre, sia mediante studi
trasversali che caso-controllo nella popolazione generale, & stata dimostrata una forte
associazione tra bassi livelli di vitamina D e aumento del rischio cardiovascolare (Holick MF,
2007; Mattila C, 2007; Melamed ML, 2008; Michos ED, 2008). In una grande metanalisi che
comprendeva 22 studi prospettici Ye e collaboratori (Ye Z 2015) hanno confermato che bassi
livelli di vitamina D conferiscono un rischio aumentato di DT2 nelle popolazioni di origine
europea. Tuttavia, se i bassi livelli di vitamina D siano causali o una conseguenza della malattia

metabolica € ancora da chiarire.
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Numerose evidenze epidemiologiche suggeriscono un’associazione tra deficit vitaminico D,
intolleranza glicemica e patologia diabetica verosimilmente legata sia a meccanismi diretti
(mediati dal Recettore della vitamina D a livello delle cellule pancreatiche) e indiretti (legati alla
riduzione dei livelli di calcio e/o dagli effetti sulle cellule del sistema immunitario). In particolare
una correlazione inversa tra livelli circolanti di 25(OH)D e prevalenza del DT2 é stata descritta in
ampie casistiche come quelle del “European Prospective investigation into Cancer (EPIC)-
Norfolk study”, del “National Health and Nutrition examination Survey (NHANES)” e del
“Medical Research Council Ely Study” (Scragg R 2004; Forouhi NG 2007; Forouhi NG 2012), cosi
come in recenti meta-analisi dei principali studi osservazionali (Pittas AG 2007; Song Y 2013;
Khan H 2013). In molti di questi studi una riduzione dei livelli di 25(0OH)D e stata anche associata
ad incrementi della glicemia, insulino-resistenza e disfunzione beta cellulare (Mezza T 2012;
Van Belle TL 2013). Analogamente, esistono chiare correlazioni tra stato di carenza vitaminica D
e diabete gestazionale (Aghajafari F 2013), condizione che rappresenta un importante fattore di
predisposizione per il successivo sviluppo di DT2.

Nonostante la maggior parte delle evidenze epidemiologiche sembri confermare la relazione tra
ipovitaminosi D e rischio di DT2, tale correlazione non & sempre univoca e sembra essere
almeno in parte condizionata dal peso corporeo (Grimnes G 2010; Vimaleswaran KS 2013), visto
che i livelli di 25(0OH)D sono piu frequentemente ridotti nei soggetti obesi e che buona parte dei
pazienti con DT2 presenta un incremento di peso. Tale evidenza spiegherebbe anche la
frequente associazione tra carenza vitaminica D e sindrome metabolica (Wimalawansa SJ 2016).
Parallelamente alle evidenze epidemiologiche, numerosi studi su modelli cellulari e animali
suggeriscono un ruolo protettivo della vitamina D sulla beta cellula con effetti antagonisti su
molti dei meccanismi patogenetici alla base dell’insorgenza del DT2.

In particolare, in corso di infusione con glucosio e arginina, il pancreas di ratti con deficit di
vitamina D manifesta una ridotta secrezione insulinica che pud essere normalizzata con il
ripristino di normali livelli di vitamina D (Norman AW 1980). Successivamente, altre
osservazioni sperimentali hanno dimostrato che la terapia con vitamina D migliora il compenso
glicemico in modelli murini di DT2 (De Souza Santos R 2005).

Il ruolo della vitamina D nella patogenesi del DT2 rimane perd controverso e complesso
(Mathieu C 2015; Jorde R 2015) e sono necessari ulteriori studi randomizzati appositamente
studiati per valutare gli effetti della vitamina D sul pre-diabete e sul diabete. Le evidenze

recenti provenienti dai trials non mostrano alcun effetto della supplementazione della vitamina
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D sull'omeostasi del glucosio o sulla prevenzione del diabete (Seida JC 2014), anche se nella
maggior parte dei casi il periodo di trattamento era troppo breve, e possono aver influito fattori
confondenti come la compliance del paziente, I'assunzione combinata di calcio e le dosi di
supplementazione della vitamina D. Tuttavia, le prove a sostegno di un ruolo della vitamina D
nel DT2 deriva da studi osservazionali trasversali e longitudinali in diverse coorti che
dimostrano che esiste un'associazione inversa tra lo stato della vitamina D e il rischio di DT2 e di
iperglicemia (Muscogiuri G 2012; Alvarez JA 2010; Hypponen E 2008; Grimnes G 2010; Gagnon
C 2011). Questi risultati sollevano domande sullo stadio della patogenesi in cui sarebbe pil utile
affrontare la carenza di vitamina D. Uno studio di intervento sulla supplementazione di
vitamina D con I'aggiunta del calcio ha evidenziato un miglioramento della sensibilita all'insulina
nei pazienti con pre-diabete dopo 6 mesi di trattamento (Gagnon C 2014). Questa
constatazione suggerisce che l'integrazione della vitamina D potrebbe essere piu efficace in
soggetti a rischio di DT2 che non hanno ancora sviluppato la patologia.

Sono necessari ulteriori studi per valutare in modo pil preciso |'associazione tra le
concentrazioni di 25(0OH)D e il rischio di DT2. Se la causalita esiste, gli interventi come
I'aumento dell'esposizione alla luce solare o dell'assunzione di vitamina D attraverso la dieta o
con la supplementazione potrebbero fornire una strategia di prevenzione semplice, poco
costosa e sicura per il DT2. In attesa di piu precise informazioni & raccomandabile che i pazienti
diabetici e i soggetti a maggior rischio di sviluppare DT2 mantengano un adeguato apporto di

vitamina D.

Determinanti dello stato di vitamina D: focus sulle varianti genetiche

Studi di associazione sull'intero genoma hanno identificato SNPs (polimorfismi di singoli
nucleotidi) all'interno di geni correlati alla concentrazione di vitamina D: DHCR7 che codifica per
I'enzima 7 deidro-colesterolo reduttasi, coinvolto nella sintesi della 25(OH)D sulla pelle e
responsabile della trasformazione da 7 deidro-colesterolo a colesterolo; CYP2R1 che & un
membro della famiglia dei citocromi P450 e che codifica per I'enzima vitamina D 25-idrossilasi,
coinvolto nella idrossilazione epatica della vitamina D; DBP/GC che codifica per la proteina
legante la vitamina D, coinvolto nel trasporto della vitamina D; VDR che codifica per il recettore
specifico che lega la vitamina D nei tessuti bersaglio (Jorde R 2012; Buijsse B 2013; Wang TJ
2010; Ahn J 2010).
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Gli SNPs dei geni DHCR7, CYP2R1, GC sono stati trovati associati allo stato di vitamina D in studi
di GWAS e di associazione genetica (Dastani Z 2013; McGrath JJ 2010; Ahn J 2010; Wang TJ
2010).

E’ stato dimostrato che i geni che codificano per gli enzimi 7-deidro-colesterolo reduttasi
(DHCR7), vitamina D 25-idrossilasi (CYP2R1) e vitamina D-binding protein (DBP/GC) sono i
principali loci che controllano la variabilita ereditaria dei livelli circolanti di vitamina D (Wang TJ
2010).

Oltre all'importanza della dieta e dell’esposizione alla luce solare, diversi studi hanno mostrato
che i fattori genetici influenzano i livelli di vitamina D in maniera apprezzabile (Engelman CD
2008; Shea MK 2009; Karohl C 2010). Si stima che il contributo genetico sui livelli di 25(OH)D
vari dal 23 a 77% (Shea MK 2009; Engelman CD 2008; Hunter D 2001; Orton SM 2008; Arguelles
LM 2009; Karohl C 2010; Snellman G 2009). Risultati ottenuti da studi su famiglie indicano che
le concentrazioni di vitamina D sono, almeno in parte, sotto il controllo genetico (Shea MK
2009; Engelman CD 2008; Hunter D 2001; Orton SM 2008; Arguelles LM 2009; Karohl C 2010;
Snellman G 2009). Recenti evidenze indicano pero che le stime possono essere influenzate dalla
stagione (Karohl C 2010; Snellman G 2009; Wjst M 2006) che influenza la quantita di vitamina D
prodotta per effetto dell'esposizione alla luce solare. Inoltre, sono state descritte differenze di
concentrazione anche in base all’etnia (Signorello LB 2011).

Due studi di GWAS e diversi studi su geni candidati hanno evidenziato SNPs in grado di
influenzare le concentrazioni di 25(0OH)D (Engelman CD 2008; Sinotte M 2009; Ahn J 2010;
Monticielo OA 2012; Engelman CD 2013; Nissen J 2014). Questi SNPs sono localizzati sui geni
che codificano per prodotti responsabili della sintesi, attivazione, trasporto o degradazione
della vitamina D. Questi risultati indicano che le concentrazioni di 25(OH)D non dipendono
quindi soltanto dall’alimentazione e dall’esposizione solare, ma anche dai fattori genetici.
Quindi i fattori genetici possono aiutare a identificare gli individui a rischio di ipovitaminosi D.
Allo stato attuale, gli strumenti comunemente in uso per la comprensione del rischio
individuale di sviluppare molte delle malattie non infettive si basano su elementi e misure di
tipo clinico-demografico. Tuttavia, tali marcatori sono soggetti a modificazioni durante I’arco
della vita e pertanto sono relativamente poco efficaci per una diagnosi precoce. Al contrario,
I'informazione genetica contenuta nel nostro DNA rimane immutata nel corso della vita e

pertanto i marcatori genetici rappresentano i candidati ideali per predire precocemente il
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rischio individuale di malattia, in alcuni casi con alcune decadi di anticipo rispetto all’esordio

clinico della stessa.

GENI COINVOLTI NEL METABOLISMO DELLA VITAMINA D

DHCR?7 (7 deidro-colesterolo reduttasi)

Il gene DHCR7 & costituito da 9 esoni e 8 introni, si trova sul braccio lungo del cromosoma 11 e
codifica per I'enzima 7 deidro-colesterolo reduttasi che promuove la trasformazione da 7-
deidro-colesterolo a colesterolo. DHCR7 rimuove il pre-colesterolo dalla via della vitamina D
riducendo il substrato disponibile per la formazione di 25(OH)D. Mutazioni nel gene portano
alla sindrome di Smith-Lemli-Opitz (caratterizzata dalla ridotta attivita dell’enzima 7 deidro-
colesterolo reduttasi), nella quale la compromessa attivita del gene conduce all'accumulo di 7
deidro-colesterolo e alla carenza di colesterolo comportando anormalita congenite e disturbi
dell'intelletto (Tint GS 1994). Le informazioni sui soggetti affetti dalla sindrome sono limitate, e
non si sa se il loro stato vitaminico sia alterato (Rossi M 2005). Comunque, negli studi eseguiti
sugli animali, l'inibizione di DHCR7 ha condotto all'aumento di 7 deidro-colesterolo e dei livelli
di 25(0OH)D (Bonjour JP 1987; Morris JG 1999).

Date le associazioni trovate tra le varianti comuni di DHCR7 e i livelli di vitamina D (Dastani Z
2013; McGrath JJ 2010; Ahn J 2010; Wang TJ 2010), si pensa che I'enzima abbia un ruolo

importante nella regolazione dello stato di vitamina D piu di quanto si ritenesse in precedenza.

CYP2R1 (vitamina D 25 idrossilasi)

Il gene CYP2R1 e costituito da 5 esoni e 4 introni, & posizionato sul braccio corto del cromosoma
11 e codifica per I'enzima vitamina D 25 idrossilasi; € un membro della famiglia dei citocromi
P450, che catalizzano molte reazioni di sintesi del colesterolo, dei lipidi e degli steroidi (Schuster
| 2010). Gli studi di GWAS hanno confermato il ruolo di CYP2R1 come enzima principalmente
responsabile dell’idrossilazione della vitamina D in 25(0OH)D nel fegato. Sono state studiate 4
forme di idrossilasi nel fegato, ma CYP2R1 e quello che ha la maggiore affinita e specificita per
la vitamina D (Schuster | 2010). E' stato dimostrato che mutazioni genetiche in CYP2R1

comportano ipovitaminosi D (Cheng JB 2004) e che varianti genetiche in CYP2R1 sono
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fortemente associate alle concentrazioni di 25(0H)D (Wjst 2006; Ramos-lopez E 2007; Nissen J

2014).

GC/DBP (vitamin D binding protein)

Il gene GC/DBP e formato da 13 esoni e 12 introni, ed & posizionato sul braccio lungo del
cromosoma 4; codifica per la proteina GC, nota anche come proteina DBP, che & una
glicoproteina sierica, multifunzionale e polimorfica ed ha una struttura simile a quella
dell'albumina (Speeckaert M 2006; Braun A 1993; Vu D 2013; Hirai M 2000).

Esistono sei forme di GC, che differiscono nella composizione aminoacidica e nella glicosilazione
(Cleve H 1998). Le varie forme differiscono anche nell'affinita di legame dei metaboliti della
vitamina D, influendo sulle concentrazioni plasmatiche di 25(OH)D e 1,25(0OH)2D (Lauridsen AL
2001; Lauridsen AL 2005; Arnaud J 1993; Carpenter TO 2013).

Per la normale funzione della vitamina D nel corpo, la maggior parte della vitamina D e i suoi
metaboliti sono legati ad alta affinita nel sangue alla proteina GC (83-85%), una minor quota e
legata a bassa affinita all'albumina (12-15%), e la restante parte (meno dell’1%) circola libera
(Bikle DD 1986; Haddad JG 1995). GC lega dall’85 al 90% della 25(OH)D totale circolante e I'85%
della 1,25(0OH)2D totale circolante (Bikle DD 1986; Bikle DD 1985). GC trasporta la 25(OH)D dal
fegato al rene e agli altri organi dove viene convertita nella forma piu attiva, la 1,25(0OH)2D.

| metaboliti della vitamina D legati alla proteina hanno emivita piu lunga, e sono meno esposti
all’idrossilazione e alla degradazione (Speeckaert M 2006). Questo suggerisce che una funzione
importante della proteina GC e quella di mantenere stabili i livelli circolanti di vitamina D e dei
suoi metaboliti (Safadi FF 1999). La funzione principale della proteina GC e quindi di stabilizzare
e prolungare I'emivita della 25(0OH)D e dei suoi metaboliti (Speeckaert 2006). Essendo il
trasportatore plasmatico piu importante della vitamina D, GC & essenziale per il metabolismo
intracellulare della vitamina D (Braun A 1993).

Alterazioni in GC potrebbero influenzare la quantita e l'attivita della vitamina D, e quindi
alterare la secrezione di insulina, la funzione delle cellule B e il metabolismo del glucosio (Afzal
S 2012; Flores M 2005; Chiu KC 2004). Diversi studi su geni candidati hanno mostrato
associazioni tra le varianti di GC e le concentrazioni di 25(OH)D (Lauridsen AL 2005; Kurylowicz

A 2006; Abbas S 2008; Engelman CD 2008; Sinotte M 2009; Gozdzik A 2011; Nissen J 2014).
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VDR (Vitamin D Receptor)

Il gene VDR e formato da 11 esoni e 10 introni; & situato sul braccio lungo del cromosoma 12 e
codifica per il recettore che legando la vitamina D, media le sue azioni. Percid molti studi
genetici sono stati focalizzati sul gene del VDR.

La vitamina D agisce a livello molecolare attraverso il legame al VDR, che &€ un membro della
famiglia dei recettori nucleari della famiglia dei regolatori trascrizionali (Evans RM 1998). Il VDR
regola positivamente o negativamente la trascrizione genica attraverso il legame agli elementi
responsivi alla vitamina D (VDREs e nVDREs rispettivamente) situati nella regione promoter dei
geni target (Chen K 1995; Clark SA 1980). Il VDR e espresso in diversi tipi di cellule come le
cellule beta pancreatiche (Clark SA 1980), le cellule muscolari lisce delle pareti vascolari
(Mitsuhashi T 1991), gli osteoblasti, i condrociti (St-Arnaud R 2008), le cellule del fegato
(Nimitphong H 2012), le cellule del tessuto adiposo (Nimitphong H 2012), le cellule muscolari
(Simpson RU 1985), le cellule dendritiche (Veldman CM 2000) e i linfociti (Veldman CM 2000).

Il VDR é un fattore di trascrizione, i cui prodotti sono coinvolti in una vasta gamma di attivita,
tra cui il metabolismo osseo, la crescita e la differenziazione cellulare, il metabolismo del
glucosio e la funzione immunitaria. Sia I'enzima responsabile dell'attivazione della vitamina D
(1a-idrossilasi) sia il suo recettore sono stati individuati nei tessuti periferici, come la placenta,
suggerendo un ruolo della vitamina D piu ampio rispetto al solo metabolismo osseo (Mulligan
ML 2010).

In particolare, il VDR & espresso in concentrazione significativa nei linfociti T e nei macrofagi
dove la vitamina D agisce come immunomodulatore selettivo; modelli animali e studi clinici su
popolazioni affette da patologie autoimmuni hanno dimostrato che elevati livelli sierici di
25(0OH)D riducono il grado di attivita della malattia (Pozzilli P 2005).

Inoltre il VDR regola 'espressione di geni coinvolti in diverse funzioni biologiche, come la
crescita cellulare, il controllo del ciclo cellulare, 'omeostasi del calcio e del fosforo nel
metabolismo osseo.

La presenza di VDR sulla cellula beta pancreatica € stata ampiamente dimostrata, in maniera
selettiva e specifica, e in questa sede la vitamina D faciliterebbe la secrezione insulinica indotta
dall'iperglicemia, sia direttamente che attraverso la regolazione della concentrazione
intracellulare di calcio, senza influenzare l'insulinemia basale (Palomer X 2008). La vitamina D,
inoltre, migliorerebbe la sensibilita insulinica inducendo I'espressione muscolare del recettore

GLUT-4 e attiverebbe direttamente il fattore trascrizionale PPAR-§, implicato nella regolazione
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del metabolismo degli acidi grassi liberi nel muscolo e nel tessuto adiposo, grazie alla vasta
espressione del VDR in questi tessuti. La vitamina D ed il suo recettore hanno un ruolo
importante nella regolazione della secrezione insulinica; & noto infatti che la 1,25(0OH)2D agisce
sia sulla funzione esocrina che endocrina del pancreas (Haussler MR 1997). Diversi studi hanno
dimostrato che la vitamina D e il suo metabolita attivo intervengono nella regolazione della
secrezione insulinica, non solo modulando i livelli di calcio plasmatico ma anche agendo
direttamente sulla beta-cellula (Uitterlinden AG 2004).

La regolazione dell'espressione del VDR gioca un ruolo cruciale nel determinare la risposta delle
cellule bersaglio alla 1,25(0H)2D (Mathieu C 2005). E’ stato dimostrato anche che il VDR gioca
un ruolo importante nelle malattie cardiovascolari, nel cancro, nelle malattie autoimmuni e nel

DT2 (Haussler MR 2013; Prietl B 2013).

Polimorfismi del gene VDR

rs11568820 G>A

Sono stati in precedenza studiati diversi polimorfismi del gene VDR, come rs2228570 (Fokl),
rs1544410 (Bsml), rs7975232 (Apal) e rs731236 (Taqgl). Alcuni di questi polimorfismi sono stati
trovati associati con un aumento della suscettibilita al DT2 in etnie differenti, ma I'evidenza di
tale associazione tra le diverse popolazioni non & costante (Malecki MT 2003; Oh JY 2002).

| polimorfismi rs1544410, rs7975232 e rs731236 non sono funzionali e non determinano un
cambiamento nella sequenza amminoacidica (Panierakis C 2009). Yamamoto e i suoi
collaboratori (Yamamoto H 1999) hanno descritto un sito di legame funzionale per il fattore di
trascrizione specifico intestinale Cdx2 nella regione promoter del gene VDR. Arai e collaboratori
hanno dimostrato che lo SNP rs11568820 G>A si trova nella regione promoter del gene e che la
sostituzione nucleotidica modula la trascrizione del gene VDR; in particolare I'allele A comporta
un incremento della trascrizione del gene VDR rispetto all’allele G (Arai H 2001).

In due studi, effettuati I'uno su soggetti Giapponesi e I'altro su Caucasici, € stato osservato che il
polimorfismo rs11568820 modula la densita minerale ossea nelle donne giapponesi in post-
menopausa, e che l'allele A del polimorfismo mostra un effetto protettivo sul rischio di fratture
(Arai H 2001; Fang Y 2003). Questi dati confermano il ruolo funzionale del polimorfismo

rs11568820 del gene VDR.
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rs2228570 C>T

Lo SNP rs2228570 é stato studiato per la prima volta negli anni novanta, si trova sul secondo
esone, e consiste nella sostituzione C>T (Gross C 1996; Saijo T 1991). La sostituzione avviene nel
codone di inizio (ATG) per cui si forma un sito di inizio diverso che conduce alla formazione di
una proteina di misura differente. La maggior parte degli esperimenti funzionali condotti finora,
effettuati sulle cellule COS7 e Hela, hanno mostrato che la forma piu corta della proteina (424
aa) é piu attiva della forma piu lunga (427 aa) (Uitterlinden AG 2004). E' importante notare
inoltre che lo SNP rs2228570 non si trova in linkage disequilibrium (LD) con gli altri polimorfismi
del VDR (Uitterlinden AG 2004).

Una recente metanalisi, che includeva 12 studi comprendenti 2218 casi e 1859 controlli sul
polimorfismo rs2228570, ha dimostrato che l'allele T e il genotipo TT erano associati in maniera
significativa al DT2 soltanto in popolazioni di origine Cinese (Yu F 2016) mentre non é stata
trovata nessuna associazione significativa nelle coorti di diversa etnia (Polonia (Malecki MT
2003), India (Bid HK 2009) e Arabia Saudita (Al-Daghri NM 2012)) comprendenti un totale di 772
casi e 658 controlli (Yu F 2016). Uno studio abbastanza recente ha mostrato che il polimorfismo
rs2228570 del gene VDR potrebbe essere un fattore di rischio per il DT2 (Neyestani TR 2013).
Studi precedenti, effettuati su 2 piccole coorti di individui di origine Caucasica, hanno riportato
un'associazione dello SNP rs2228570 con gli indici di insulino-resistenza e di sensibilita

insulinica (Filus A 2008; Chiu KC 2001).
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STUDIO DELLE BASI GENETICHE DELLE MALATTIE

Aspetti metodologici

La continua evoluzione dello studio delle varianti genetiche associate con le malattie complesse
pone continue nuove sfide alla comunita dei ricercatori e dei clinici. L'identificazione delle
varianti di suscettibilita delle patologie si ripercuote favorevolmente sia in ambito medico, con
il miglioramento della terapia, la valutazione della risposta individuale ai farmaci e la
comprensione della risposta adattativa degli organismi agli stimoli ambientali, sia in ambito
economico e sociale con una diminuzione dei costi a carico del sistema sanitario.

Di conseguenza, la tecnologia del sequenziamento del DNA, che ¢ alla base della capacita di
“leggere” e di interpretare il DNA, & in continua evoluzione. L'avvento delle tecnologie attuali,
che hanno rivoluzionato questo processo, hanno permesso I'accelerazione delle ricerche e delle
scoperte.

Le prime scoperte si basavano sulla tecnologia nota come metodo di Sanger (Sanger F 1977),
considerata la tecnica "gold standard" per lo studio molecolare delle malattie mendeliane e che
ha portato alla scoperta di nuovi geni e alla conferma del ruolo causale di altri. Questa
tecnologia si basava sull'immissione nella reazione di sequenze di nucleotidi marcati, in modo
che la sequenza si arrestasse a livello di ogni base con un nucleotide marcato, emettendo un
segnale ad una specifica lunghezza d’onda. Tramite elettroforesi capillare si discriminava la
grandezza degli oligonucleotidi e tramite un sistema di eccitazione laser e di rilevazione ottica si
identificava il nucleotide in quella posizione. In questo modo si otteneva una sequenza di colori
(elettroferogramma) che corrispondeva alle basi della sequenza in esame. Tuttavia questa
tecnica permetteva di analizzare un solo segmento di DNA alla volta. Quindi, anche se semplice
ed affidabile, richiedeva molto tempo ed era costosa, soprattutto quando il sequenziamento
riguardava ampie regioni come l'intero genoma (tutto il materiale genetico di un individuo) o
I’esoma (solo le regioni codificanti, ovvero gli esoni dei geni), o grandi quantita di campioni in
breve tempo.

Nell’ultimo decennio sono state sviluppate nuove tecnologie e applicazioni in grado di valutare
contemporaneamente, a basso costo ed in poco tempo, milioni di SNPs, tramite pannelli
contenenti sonde di ibridazione (microarray), e le tecniche di sequenziamento di nuova

generazione (NGS) basate sul sequenziamento massivo del DNA amplificato (Mardis ER 2008;
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Shendure J 2008). Questo permette di “leggere” tutto il genoma (WGS) o tutto I'esoma (WES) di
milioni di soggetti in poche ore (Bamshad MJ 2011; Mamanova L 2010).

Non e quindi sorprendente che la NGS sia stata riconosciuta come un'alternativa efficace ai
sequenziamenti di Sanger per studiare la base genetica delle malattie Mendeliane nella ricerca
e nell'ambito clinico.

| dati ottenuti sono stati utilizzati per effettuare studi di associazione sull’intero genoma
(GWAS), nei quali viene valutato I'effetto di un singolo SNP sul determinare o meno un tratto o
una patologia. In seguito, i risultati provenienti dalle ricerche nelle diverse popolazioni sono
stati standardizzati e analizzati congiuntamente nelle meta-analisi, cosi da massimizzare il
potere statistico dei dati e la loro capacita di evidenziare associazioni. | primi GWAS si
limitavano ai dati provenienti dai microarray, percid associavano SNPs gia noti a tratti o
patologie e si concentravano sull’effetto di polimorfismi comuni nella popolazione.
Successivamente, il crescente numero di WGS e WES resi disponibili da estesi progetti e
consorzi come HapMap, 1000 Genomes ed Exome Aggregation Consortium (ExAC), hanno
proposto una mappatura piu fine degli SNPs e delle loro associazioni. Inoltre, I'evoluzione
informatica é stata fondamentale perché ha reso possibile la fruizione, I’elaborazione e I'analisi
dei dati ed e stato necessario lo sviluppo di metodi statistici ad hoc per verificare e validare le
analisi.

Quindi, mentre i primi approcci genetici prevedevano I'analisi di pochi geni candidati in poche
famiglie, oggi i dati disponibili di meta-analisi e GWAS condotti su casistiche sempre crescenti
forniscono informazioni sulle regioni o sui geni che sono risultati fortemente associati ad un
tratto o a una patologia in una popolazione, e che possono essere poi approfondite sia in
famiglie che su altre popolazioni o sotto-popolazioni (Hirschhorn JN 2002).

Dai primi GWAS si ottenevano solamente informazioni sulle varianti comuni. Si pensava, infatti,
che tali varianti fossero responsabili della maggior parte dei fenotipi osservabili secondo
I'affermazione “variante frequente in malattia frequente” (“common variant in common
disease”). In seguito, quando & stato valutato I'effetto di queste varianti comuni
sull’ereditarieta specifica per ogni tratto, specialmente in quelli complessi, si & osservato che
esse spiegavano solo una parte dell’ereditarieta totale osservata. Si e iniziato cosi a parlare del
paradosso dell’ereditarieta mancante (“missing heritability”) ipotizzando che varianti meno
frequenti nella popolazione potessero essere causa di effetti piu forti sui tratti complessi

(Manolio TA 2009). Questa ipotesi si basa sul fatto che la pressione selettiva dell’evoluzione

27



mantiene bassa la frequenza di mutazioni fortemente deleterie per un determinato tratto,
specialmente se patogenico. Ad oggi gli studi di GWAS hanno implementato al loro interno i
dati provenienti da WES e WGS ottenuti dai grandi consorzi per permettere una mappatura piu
fine degli SNPs e per abbassare la soglia di frequenza dell’allele minore (MAF) minima
osservabile a livello delle varianti infrequenti (0.5-0.1%).

Ovviamente, gli studi di GWAS hanno contribuito all’avanzamento delle conoscenze anche della
genetica del DT2, che erano ancora poco chiare fino alla meta degli anni 2000. | primi studi su
individui di origine europea hanno portato all’identificazione di oltre 10 geni associati al DT2
(Saxena R 2007; Qi L 2010; Scott LJ 2007; Zeggini E 2007).

Nel 2010 una meta analisi che coinvolgeva piu di 50.000 partecipanti ha portato alla scoperta di
altri 12 geni di suscettibilita per il DT2 in soggetti europei (Voight BF 2010), mentre venivano
condotti altri studi GWAS e meta analisi in altri gruppi etnici (Cho YS 2012; Hanson RL 2014;
Kooner JS 2011; Li H 2013; Ma RCW 2013; Palmer ND 2012; Saxena R 2013; Tabassum R 2013).
Ad oggi sono stati identificati oltre 80 geni di suscettibilita per il DT2, alcuni legati all’insulino-
resistenza, altri alla funzione delle cellule beta-pancreatiche, altri la cui funzione non & ancora

del tutto nota (Bonnefond A 2015), e gli studi sono in continuo avanzamento.

| POLIMORFISMI GENICI

Si parla di polimorfismo genetico quando una variazione genetica ha una prevalenza maggiore
dell'1% nella popolazione.

La variazione genetica puo essere determinata da sostituzioni, delezioni o inserzioni di basi nel
DNA e puo riguardare regioni codificanti e regioni non codificanti. | loci polimorfici sono quelli
per i quali almeno il 2% della popolazione risulta eterozigote. Le conseguenze di questi
polimorfismi possono essere silenti con una variazione proteica con la stessa funzione, oppure
una variazione nella sequenza aminoacidica che non altera la struttura della proteina e infine
non silenti quando si avra un cambiamento del fenotipo, ad esempio si avranno proteine
modificate la cui funzione risultera alterata. Il polimorfismo genetico e attivamente e

costantemente mantenuto nelle popolazioni per selezione naturale, a differenza dei
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olimorfismi transitori in cui una forma viene progressivamente sostituita da un'altra (Russe
I f t t f t tituita d 'altra (R Il PJ

2010).

SNP (single nucleotide polymorphisms, polimorfismi di singoli nucleotidi)

Le differenze in singole paia di basi sono note come polimorfismi a singolo nucleotide (SNP), e
possono essere rilevati attraverso il sequenziamento del DNA, I'analisi RFLP, e altri metodi
come la PCR allele-specifica e l'ibridazione del DNA allele-specifico. Molte RFLP sono dovute a
polimorfismi di singoli nucleotidi. Ci sono centinaia di migliaia di loci SNP in tutto il genoma
umano, che lo rende particolarmente utile per la mappatura dei geni delle malattie umane.
Dall’analisi della sequenza di porzioni del genoma emerge che le sequenze di DNA di due
individui sono per la maggior parte identiche, con differenze nelle coppie di basi ogni 500-1000
coppie di basi. Se una coppia di basi € presente in una determinata posizione nella maggior
parte degli individui, allora tale coppia & quella comune, e la presenza di un’altra coppia di basi
in tale posizione rappresenta una variante meno comune. Se la variante meno comune ha una
frequenza nella popolazione umana di almeno 1%, la posizione di quella base nel genoma &
definita come un sito che contiene uno SNP. Nel genoma umano ci sono almeno 3 milioni di
SNP. Questo tipo di polimorfismo & molto importante in genetica umana perché costituisce

circa il 98% di tutti i polimorfismi (Harrison 2012).

Dato che gli SNPs rappresentano la forma piu comune di variazione genetica nella popolazione,
potrebbero essere utilizzati come marcatori biologici associati a malattie, come predittori della
risposta individuale ai farmaci o come spie dell'eredita di geni di malattie all'interno delle
famiglie. Sempre piu studi in letteratura stanno indagando sul potenziale ruolo dei polimorfismi
nei tumori, nella sclerosi multipla, nella malattia coronarica e nelle malattie metaboliche, tra cui

DT1 e DT2, ma i risultati sono ancora controversi (Triunfo S 2017).
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SCOPO DELLO STUDIO

Lo scopo principale del mio progetto e stato lo studio del ruolo di varianti geniche (SNPs) in geni

coinvolti nel metabolismo della vitamina D.

1) SCOPI SPECIFICI

Gli scopi specifici del mio progetto sono stati:

a. analizzare SNPs del gene VDR (rs11568820 e rs2228570) per valutare I'associazione di
tali polimorfismi con il DT2 in una coorte caso-controllo

b. analizzare gli SNPs coinvolti nel metabolismo della vitamina D, individuati attraverso
GWAS, nell’ambito della casistica di pazienti affetti da DT2 reclutata per un ampio studio
prospettico longitudinale (Studio SUMMER)

c. valutare la relazione tra gli SNPs coinvolti nel metabolismo della vitamina D e i livelli
circolanti attraverso la misurazione delle concentrazioni di vitamina D in un sottogruppo

di soggetti reclutati nello studio SUMMER

2) OBIETTIVI SECONDARI

Gli obiettivi secondari del mio progetto sono stati studiare il ruolo di altri geni nell’ambito di

altre popolazioni di pazienti, in particolare:

a. analizzare lo SNP rs778114184 del gene APOAS in un popolazione di 924 bambini e

adolescenti in sovrappeso e obesi Sardi
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b. resequencing del gene APLN e successiva genotipizzazione di 2 SNPs (rs181301686 e
rs2281069 del gene APLN)

3) ALTRI OBIETTIVI

Ulteriore obiettivo e stato valutare altri fattori di rischio per il DT2 e le sue complicanze, come

I'inflammazione del tessuto adiposo, la presenza di grasso a livello epatico e pancreatico, e il

ruolo della vitamina D nelle patologie dismetaboliche.
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1) SCOPI SPECIFICI

a. Analisi di associazione dello SNP rs11568820 del gene VDR con il DT2 in una
coorte caso-controllo

Dato che non ci sono studi precedenti che hanno analizzato una possibile associazione tra il
polimorfismo rs11568820 e il DT2 e che questa variante & funzionale, abbiamo effettuato un
studio di associazione genetica in un'ampia coorte di adulti italiani affetti da DT2 e di soggetti
non diabetici.

Lo SNP rs11568820 e detto funzionale perché e I'unico polimorfismo del gene VDR che, essendo
localizzato sul promoter, influenza la trascrizione del gene stesso.

Inoltre, poiché non & noto se la variante del gene VDR rs11568820 predisponga gli individui alle
alterazioni metaboliche solo in eta adulta o se la predisposizione inizi gia in eta precoce,
abbiamo eseguito I'analisi di associazione anche in una coorte di bambini e adolescenti in

sovrappeso e obesi Sardi.

MATERIALI E METODI

Popolazione

Per questo studio sono stati selezionati 1788 soggetti consecutivi, 839 affetti da DT2 (391
maschi e 448 femmine), e 949 soggetti non diabetici (313 maschi e 636 femmine), tra i pazienti
afferenti agli ambulatori dell'Universita Sapienza di Roma. | motivi delle visite erano |'obesita, il
diabete e le complicanze legate al diabete.

Tutti i soggetti senza diagnosi di diabete sono stati sottoposti a curva da carico orale con 75
grammi di glucosio con misurazione della glicemia e dell'insulinemia al basale e dopo 30, 60, 90
e 120 minuti. | soggetti sono stati classificati in soggetti con normale tolleranza al glucosio
(NGT) e affetti da DT2 secondo i criteri ADA 2015.

Ad eccezione di 412 soggetti gia con diagnosi di DT2, nessuno dei partecipanti assumeva

farmaci ipoglicemizzanti, inclusi i 427 con nuova diagnosi di DT2. | soggetti che presentavano
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alterata glicemia a digiuno (IFG), alterata tolleranza ai carboidrati (IGT) e/o entrambe le
condizioni dopo I'OGTT sono stati esclusi dallo studio.

La coorte di bambini e stata precedentemente descritta (Cambuli VM 2009). Sono stati reclutati
878 bambini in sovrappeso/obesi (426 maschi e 452 femmine) afferenti all'ospedale di Cagliari
per eccesso ponderale. La presenza di patologie endocrine o genetiche erano considerate
criteri di esclusione dallo studio. Nessuno dei bambini era in trattamento farmacologico.

Al momento dell'arruolamento sono stati raccolti i dati demografici, clinici e antropometrici
come descritto in precedenza (Cambuli VM 2009). Lo sviluppo puberale & stato determinato
secondo la scala di Tanner e i bambini sono stati divisi in 2 gruppi: stadio pre-puberale (Tanner

[) e puberale (Tanner II-V).

Esame clinico e indagini ematochimiche

| partecipanti sono stati sottoposti ad anamnesi, esame obiettivo e prelievo venoso dopo
almeno 12 ore di digiuno. | parametri antropometrici valutati sono stati peso, altezza,
circonferenza vita ed & stato calcolato I'Indice di Massa Corporeo (BMI, Kg/m?).

La diagnosi di ipertensione si & basata sulla presenza di elevati valori di pressione sistolica (>140
mmHg) e/o diastolica (>90 mmHg), e/o sull'assunzione di terapie anti-ipertensive.

| parametri ematochimici indagati sono stati: glicemia (mg/dl), insulinemia (IU/ml), emoglobina
glicosilata (HbAlc, %), colesterolo totale (mg/dl), colesterolo HDL (mg/dl), trigliceridi (mg/dl),
aspartato-aminotransferasi (AST, IU/I), alanino-aminotransferasi (ALT, IU/l), gamma-
glutamiltranspeptidasi ( Y GT, 1U/l), attraverso metodi di laboratorio standard. Il colesterolo LDL
e stato calcolato usando la formula di Friedwald.

L'insulinemia basale & stata misurata mediante metodo radio-immunoenzimatico (ADVIA
Insulin Ready Pack 100, Bayer Diagnostics, Italy), con coefficiente di variazione intra-

intercampionario <5%.

Indici di insulino-resistenza e insulino-secrezione

L'HOMA-IR (Modello di valutazione omeostatico di insulino resistenza), 'HOMA-B (Modello di
valutazione omeostatico della funzione beta-cellulare) e I'Indice di Sensibilita Insulinica (ISI)
sono stati calcolati come precedentemente mostrato da Matthews et al. (Matthews DR 1985) e
Matsuda et al. (Matsuda M 1999). La secrezione insulinica glucosio-indotta & stata stimata

attraverso il calcolo della Risposta Insulinica Corretta (CIR) (Sluiter WJ 1976). Il vantaggio
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principale di questo parametro consiste nella sua indipendenza dai livelli di glicemia iniziali e a
30 minuti. Il Disposition Index (DI), che consiste nella secrezione insulinica aggiustata per la

sensibilita insulinica, & stato calcolato usando la formula CIR30 x ISI (Lyssenko V 2009).

Genetica

La genotipizzazione dello SNP rs11568820 G>A del gene VDR ¢ stata eseguita mediante real-
time PCR e High Resolution Melt (HRM) Analysis utilizzando lo strumento Eco'™ Real-Time PCR
System dell’lllumina. | primers utilizzati sono stati disegnati utilizzando la sequenza genomica
del gene VDR GeneBank ID: 7421; forward primer: 5 -TGTAGAACATCTTTTGTATCAGGA-3’ e
reverse primer: 5’-AATGTAAGAAGCTGTAGCAAT-3’.

| frammenti di PCR (158 bp) sono stati amplificati in un volume di reazione di 10 pL con 0.5 uM
di ogni primer, 10 ng di DNA, e 1x HOT FIREPol EvaGreen HRM Mix contenente EvaGreen®dye,
HOT FIREPol ‘DNA Polymerase, dNTPs, e MgCl,.

Fasi della PCR: attivazione polimerasi (95° C per 15 min), amplificazione mediante 42 cicli di
denaturation (95° C per 10 s), annealing (58°C per 25 s) ed extension (72° C per 15 s). Al termine
dell'amplificazione & stata eseguita una curva di Melting mediante heating (95 °C per 15 s),

cooling (fino a 60 °C per 15 s) e holding (fino a 95°C).

Statistica

Tutte le analisi statistiche sono state condotte attraverso I'impiego del software statistico SPSS
versione 20.

Le variabili con distribuzione non normale sono state trasformate logaritmicamente prima
dell’analisi.

Le variabili categoriche sono state comparate mediante test x2.

Le variabili continue tra i diversi genotipi sono state valutate mediante test ANOVA.

Negli adulti i valori di p sono stati calcolati usando un modello di regressione lineare che
includeva sesso, eta e BMI come covariate.

Nei bambini i valori di p sono stati calcolati usando un modello di regressione lineare che
includeva sesso, eta, BMI-SDS e stadio di Tanner come covariate.

Nel testo i valori sono riportati come media *+ deviazione standard o come percentuale, come

appropriato.
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RISULTATI

Nella popolazione adulta la frequenza dell'allele A dello SNP rs11568820 era del 25%, simile a
quella riportata negli Europei (HapMap-CEU) e nei Toscani (HAPMAP-TSI).

| genotipi erano in equilibrio di Hardy-Weinberg sia nei soggetti NGT che nei diabetici.

La distribuzione dei genotipi e la frequenza allelica nei soggetti sani e con DT2 sono mostrati in
Tabella 1. Abbiamo osservato che il genotipo AA era significativamente piu frequente nei
pazienti adulti con DT2 rispetto ai controlli (7,5% vs 4,6%, p=0.037), mentre la frequenza
dell'allele A era maggiore nei pazienti con DT2 ma questa differenza non raggiungeva la

significativita statistica (26.6% vs. 24.4%, p=0.076). (Tabella 1)

DT2 NGT
P-value
n =839 n =949

Genotipi n (%)
GG 455 (54.2) 537 (56.6)
GA 321 (38.3) 368 (38.8)
AA 63 (7.5) 44 (4.6) 0.037
Frequenza allelica (%)
allele G 73.4 75.6
allele A 26.6 244 0.076

Tabella 1. Associazione dello rs11568820 del gene VDR con il DT2
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Il calcolo dell'OR ha mostrato che i soggetti con genotipo omozigote AA avevano un maggior
rischio di DT2 (ORujom =1.69 C.I.=[1.13-2.53] chi®=6.56, p=0.011); anche i portatori dell'allele A
erano a maggior rischio, anche se non statisticamente significativo (ORajelic = 1.15 C.I. = [0.98-
1.34] chi’*=3.22, p=0.073).

L'analisi di regressione logistica ha confermato |'associazione positiva del genotipo AA con la
prevalenza di DT2 (OR 1.43, 95% Cl 1,13-1,79, p=0.002), in un modello recessivo aggiustato per

sesso, eta e BMI. (Tabella 2)

Variabile

OR 95% Cl P-value
indipendente
Eta (anni) 1.08 1.07-1.09 <0.001
BMI (Kg/m?) 1.02 1.005 - 1.03 0.005
Sesso (M/F) 0.64 0.51-0.80 <0.001
Genotipo AA 1.43 1.13-1.79 0.002

Tabella 2. Analisi di regressione lineare multivariata. P-value <0.05 statisticamente
significativo.

Non abbiamo osservato differenze statisticamente significative tra i genotipi riguardo sesso,
eta, BMI, circonferenza vita e fianchi e pressione arteriosa. Non vi erano differenze significative

tra i 2 gruppi neanche riguardo colesterolo totale, HDL, LDL, trigliceridi, AST e ALT. (Tabella 3)
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GENOTIPI

P-value

GG+GA AA

n.=1681 n. =107
Sesso (F/M) 1026/655 58/49 n.s.
Eta (anni) 48.1+14.8 47.6 £ 15 n.s.
BMI (Kg/m?) 37.2+9.6 37.2+9.6 n.s.
CV (cm) 114.7 +18.9 117.8 +20.2 n.s.
PAS (mm/Hg) 123+ 23 127 +£22.2 n.s.
PAD (mm/Hg) 88+ 20 88 +18.4 n.s.
Col tot (mg/dl) 199.8 + 42.2 198.3+42.6 n.s.
TG (mg/dl) 147.8 £ 107.5 144.5 + 101.6 n.s.
HDL (mg/dl) 49.4+14.4 47.4+11.1 n.s.
LDL (mg/dI) 120.4 + 36.9 125.2 +35.2 n.s.
AST (U/L) 24.1+139 23.619.5 n.s.
ALT (U/L) 33.3+25.4 36.5+27.5 n.s.
HbA1c (%) 6.1+1.3 6.1+1.5 n.s.

Tabella 3. Caratteristiche cliniche ed ematochimiche della popolazione in relazione al

genotipo VDR. P-value <0.05 statisticamente significativo.

Abbiamo quindi valutato |'associazione con i dati derivanti dall'OGTT, inclusi glicemia e

insulinemia al basale, e gli indici surrogati di insulino-resistenza (HOMA-IR e ISI) e di insulino

secrezione (HOMA-B e CIR-30).
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Nella coorte adulta, lo SNP rs11568820 era associato a piu alti livelli di glucosio a 30 e a 60

minuti durante OGTT e con ridotti indici di secrezione insulinica nelle beta-cellule (HOMA-B,

CIR30 e DI). (Tabella 4)

P-value

GG+GA AA

n.=1302 n.=74
Glicemia 0’ (mg/dI) 102,4 + 38 106.3 + 34.2 n.s.
Insulinemia 0’ (uU1/ml) 22.4+13.7 20.8+12.3 n.s.
HOMA-IR (U) 54+3.8 5.3+3.8 n.s.
HOMA-B 340.4 £ 298.6 270.3 £229.8 0.041
CIR30 1.3+11 0.95+0.93 0.022
ISI 3.01+2.33 2.72+1.33 n.s.
DI 3.31+3.57 2.32+2.50 0.014

Tabella 4. Sotto-analisi dei parametri glicemici e degli indici di secrezione insulinica derivanti

dall'OGTT in un sottogruppo di pazienti stratificati per genotipo VDR.

Sono stati inoltre misurati i livelli di vitamina D in un sottogruppo di 380 soggetti. Non abbiamo

osservato differenze significative nei soggetti omozigoti AA rispetto ai soggetti GG+GA nei livelli

di vitamina D (20.2 £ 10.2 vs. 17.9 # 9.4 nmol/L, p=0.245).



Per esplorare ulteriormente il ruolo del gene VDR, abbiamo genotipizzato il polimorfismo
rs11568820 in una coorte di bambini in sovrappeso e obesi.

Non abbiamoo osservato differenze statisticamente significative tra i genotipi riguardo sesso,
eta, peso, BMI, SDS-BMI, pressione arteriosa, colesterolo totale, HDL, LDL, trigliceridi, AST e
ALT. (Tabella 5)

Abbiamo quindi valutato |'associazione con i dati derivanti dall'OGTT, inclusi glicemia e

insulinemia al basale e a 120', HOMA-IR e HOMA-B. (Tabella 5)
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GENOTIPI P-value
GG+GA AA
n. =803 n.=75
Sesso (F/M) 415/388 37/38 n.s.
Eta (anni) 10.4+3.4 10.6+2.9 n.s.
Peso (Kg) 56.4+19.8 58.3+17.4 n.s.
BMI (Kg/m?) 27.4+4.2 28.1%5.6 n.s.
SDS-BMI 28+1.2 29+1.8 n.s.
Pas (mm/Hg) 105 + 15 107 + 13 n.s.
Pad (mm/Hg) 61+9 62+9 n.s.
Col tot (mg/dI) 167.4+31.6 166.7 +32.7 n.s.
TG (mg/dl) 63.6 +38.3 69.9 +51.8 n.s.
HDL (mg/dl) 51.3+11.6 53.7+13.2 n.s.
LDL (mg/dI) 103.4+ 27.2 99 +29.3 n.s.
AST (U/L) 242+11.9 249+8.1 n.s.
ALT (U/L) 22.5+12.2 24.7+17.2 n.s.
Glicemia 0’ (mg/dl) 88.9+7.7 88.3+6.9 n.s.
Glicemia 120’ (mg/dl) 105.6+20.4 108.6 + 18.1 n.s.
Insulinemia 0’ (uU1/ml) 14.6+8.9 15.3+10.4 n.s.
Insulinemia 120’ (uU1/ml) 61.3+45 69.4 +54.2 n.s.
HOMA-IR (U) 3.2+2.1 3.4+22 n.s.
HOMA-B 221.8 £ 168.5 227.5+128.7 n.s.

Tabella 5. Caratteristiche cliniche dei bambini stratificati secondo il genotipo VDR. P-value

<0.05 statisticamente significativo.



E'stato recentemente riportato che livelli di glicemia normali-alti a 120 minuti 2110 mg/dl sono
un importante fattore di rischio cardio-metabolico nei bambini in sovrappeso-obesi (Di Bonito P
2014).

Abbiamo quindi stratificato i bambini secondo i livelli di glicemia a 120 min 2110 mg/dI.

Nella coorte di bambini, il genotipo AA era significativamente piu frequente nel gruppo con piu
alti livelli di glucosio a 2 ore dopo OGTT (2hPG cut-off 2110 mg/dl) rispetto ai soggetti con livelli
di glucosio inferiori a 110 mg/dl (11,3% vs 7,1%, p=0.035).

Inoltre, il genotipo AA conferiva un piu alto rischio sul profilo cardio-metabolico (ORyom = 2.05
Cl = [1,25-3,35] chi® = 8.37, p=0.004). Non si osservava nessuna differenza in tutti gli altri

parametri nei pazienti omozigoti per il genotipo AA.

DISCUSSIONE

Questo studio ha dimostrato per la prima volta la presenza di un'associazione della variante
rs11568820 del gene VDR e il DT2 in una popolazione adulta Italiana.

Inoltre, abbiamo dimostrato che nella coorte di bambini in sovrappeso/obesi il polimorfismo
rs11568820 era associato con alterazioni metaboliche gia in eta precoce, in particolare con
livelli normali-alti di glicemia a 2 ore dall'OGTT, un indice rischio cardio-metabolico nei bambini
(Di Bonito P 2014).

Nella coorte adulta, il genotipo AA era anche associato con gli indici HOMA-B, CIR30 e DI ridotti,
suggerendo che la ridotta secrezione insulinica era indipendente dall'insulino-sensibilita.

Da questi risultati € emerso che nelle cellule beta questo polimorfismo del gene VDR ha
un'influenza negativa sull'insulino-secrezione, aumentando il rischio di alterazione della
glicemia.

Il nostro studio ha dimostrato per la prima volta che i portatori del genotipo AA del gene VDR
hanno una maggiore suscettibilita per il DT2 e alterata secrezione insulinica. Finora, gli studi
genetici sul VDR avevano condotto a risultati inconclusivi perché valutavano SNPs senza attivita
funzionale (Malecki MT 2003; Oh JY 2002). Il polimorfismo rs11568820 invece, & in grado di
influenzare I'attivita del gene VDR, spiegando I'aumento del rischio di DT2 nei portatori della

variante osservato in questo studio.
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Inoltre abbiamo dimostrato per la prima volta che nei bambini lo SNP rs11568820 del gene VDR
e associato con livelli normali-alti di glicemia a 2 ore, un importante fattore di rischio cardio-
metabolico (Di Bonito P 2014). | nostri dati suggeriscono che |'associazione tra la variante del
gene VDR e il metabolismo del glucosio & presente non solo negli adulti, ma puo influenzare il

metabolismo gia in eta precoce.

In conclusione, il nostro studio ha dimostrato per la prima volta che i portatori del genotipo AA
del gene VDR hanno una maggiore suscettibilita per il DT2 e alterata secrezione insulinica. Nella
coorte di bambini, I'associazione tra gli omozigoti AA e i piu alti livelli di glucosio a 2 ore
suggerisce che lievi alterazioni associate con questo genotipo possono comparire in eta

precoce.

Questo lavoro & stato pubblicato: The vitamin D receptor (VDR) gene rs11568820 variant is

associated with type 2 diabetes and impaired insulin secretion in Italian adult subjects, and
associates with increased cardio-metabolic risk in children.

Nutr Metab Cardiovasc Dis. 2016 May;26(5):407-13.
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b. Analisi di associazione dello SNP rs2228570 del gene VDR con il DT2 in una
coorte caso-controllo

Gli studi di associazione genetica tra lo SNP rs2228570 e il DT2 hanno condotto finora a risultati
contraddittori, dovuti probabilmente al fatto che gli studi erano stati effettuati su coorti di etnie
diverse o in coorti troppo piccole. Abbiamo quindi eseguito uno studio di associazione genetica

in un'ampia coorte di adulti italiani affetti da DT2 e in soggetti non diabetici.

MATERIALI E METODI

Popolazione

Per questo studio sono stati selezionati 1713 soggetti consecutivi, 883 affetti da DT2 (430
maschi e 453 femmine) e 830 soggetti non diabetici (230 maschi e 600 femmine), tra i pazienti
afferenti agli ambulatori dell'Universita Sapienza di Roma. | motivi delle visite erano I'obesita, il
diabete e le complicanze legate al diabete.

Tutti i soggetti senza diagnosi di diabete sono stati sottoposti a curva da carico orale con 75
grammi di glucosio con misurazione della glicemia e dell'insulinemia al basale e dopo 30, 60, 90
e 120 minuti. | soggetti sono stati classificati in soggetti con normale tolleranza al glucosio
(NGT) e affetti da DT2 secondo i criteri ADA 2015.

257 soggetti presentavano alterata glicemia a digiuno (IFG), 222 alterata tolleranza ai

carboidrati (IGT) e 188 entrambe le condizioni dopo I'OGTT e sono stati esclusi dallo studio.

Esame clinico e indagini ematochimiche

| partecipanti sono stati sottoposti ad anamnesi, esame obiettivo e prelievo venoso dopo
almeno 12 ore di digiuno. | parametri antropometrici valutati sono stati peso, altezza,
circonferenza vita ed e stato calcolato il BMI.

La diagnosi di ipertensione si & basata sulla presenza di elevati valori di pressione sistolica (>140
mmHg) e/o diastolica (>90 mmHg), e/o sull'assunzione di terapie anti-ipertensive.

| parametri ematochimici indagati sono stati: glicemia (mg/dl), insulinemia (IU/ml), emoglobina

glicosilata (HbAlc, %), colesterolo totale (mg/dl), colesterolo HDL (mg/dl), trigliceridi (mg/dl),
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aspartato-aminotransferasi  (AST, IU/I), alanino-aminotransferasi (ALT, IU/l), gamma-
glutamiltranspeptidasi ( Y GT, 1U/l), attraverso metodi di laboratorio standard. Il colesterolo LDL
e stato calcolato usando la formula di Friedwald.

L'insulinemia basale & stata misurata mediante metodo radio-immunoenzimatico (ADVIA
Insulin Ready Pack 100, Bayer Diagnostics, Italy), con coefficiente di variazione intra-
intercampionario <5%.

La misurazione della 25(0OH)D & stata eseguita con metodo colorimetrico (Laison, DiaSorin)
presso il laboratorio centralizzato su sieri centrifugati, separati e conservati per alcuni giorni a -

25°C in frigoriferi di precisione dotati di termometro.

Indici di insulino-resistenza e insulino-secrezione

L'HOMA-IR (Modello di valutazione omeostatico di insulino resistenza), 'HOMA-B (Modello di
valutazione omeostatico della funzione beta-cellulare) e I'Indice di Sensibilita Insulinica (ISI)
sono stati calcolati come precedentemente mostrato da Matthews et al. (Matthews DR 1985) e
Matsuda et al. (Matsuda M 1999). La secrezione insulinica glucosio-indotta & stata stimata
attraverso il calcolo della Risposta Insulinica Corretta (CIR) (Sluiter WJ 1976). Il vantaggio
principale di questo parametro consiste nella sua indipendenza dai livelli di glicemia iniziali e a
30 minuti. Il Disposition Index (DI), che consiste nella secrezione insulinica aggiustata per la

sensibilita insulinica, & stato calcolato usando la formula CIR30 x ISI (Lyssenko V 2009).

Genetica

La genotipizzazione dello SNP rs2228570 C>T e stata eseguita utilizzando il saggio TagMan
(Applied Biosystems) C_12060045_20 in un volume totale di 10 pl utilizzando lo strumento
EcoTM Real-Time PCR System dell’lllumina.

Fasi della PCR: attivazione polimerasi (95° C per 10 min), amplificazione mediante 45 cicli di
denaturation (95° C per 15 s), annealing ed extension (60° C per 1 min).

Per assicurare la riproducibilita del metodo a lungo termine, in ciascun esperimento sono stati

analizzati ogni volta tre campioni come controllo.

Statistica
Tutte le analisi statistiche sono state condotte attraverso I'impiego del software statistico SPSS

versione 20.
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Le variabili con distribuzione non normale sono state trasformate logaritmicamente prima
dell’analisi.

Le variabili categoriche sono state comparate mediante test x2.

Le variabili continue tra i diversi genotipi sono state valutate mediante test ANOVA.

Negli adulti i valori di p sono stati calcolati usando un modello di regressione lineare che
includeva sesso, eta e BMI come covariate.

Nel testo i valori sono riportati come media * deviazione standard o come percentuale, come

appropriato.

RISULTATI

Nella nostra popolazione la frequenza dell'allele T era del 33%, simile a quella riportata in
HAPMAP-TSI (38% nei Toscani).
Non si sono osservate differenze significative nella distribuzione genotipica e allelica tra i

soggetti diabetici e i controlli. (Tabella 6)
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DT2 NGT

P-value
n =883 n =830
Genotipi n (%)
cc 395 (44.7) 378 (45.5)
CcT 379 (43) 359 (43.3)
T 109 (12.3) 93 (11.2) n.s.
Frequenza allelica (%)
Allele C 66.2 67.2
Allele T 33.8 32.8 n.s.

Tabella 6. Associazione dello SNP rs2228570 con il DT2

Abbiamo quindi analizzato le caratteristiche cliniche confrontando i tre genotipi. Non abbiamo
osservato nessuna differenza statisticamente significativa riguardo sesso, eta, BMI,
circonferenza vita e fianchi, pressione arteriosa, assetto lipidico e transaminasi.

Data l'associazione riportata precedentemente dello SNP rs2228570 del gene VDR e gli indici di
insulino resistenza (Filus A 2008; Chiu KC 2001), abbiamo valutato l'associazione con i dati
derivanti dall'OGTT (glicemia e insulinemia al basale, indici surrogati di insulino-resistenza e di
insulino-secrezione). Non abbiamo osservato nessuna differenza tra glicemia e insulinemia al
basale e dopo curva da carico (OGTT), indici di insulino-resistenza (HOMA-IR) e insulino-

sensibilita (ISI), indici di insulino-secrezione (HOMA-B e CIR30) e i tre genotipi.

46



La stessa analisi & stata condotta secondo il modello dominate (TT vs. CT + CC) e recessivo (TT
vs. CT + CC), e non abbiamo osservato nessuna differenza significativa in tutti i parametri
metabolici, clinici e derivanti dall'OGTT.

Inoltre, sono stati dosati i livelli di vitamina D in un sottogruppo di 637 soggetti; non abbiamo
osservato nessuna differenza significativa tra i 3 genotipi (CC=22.7 + 11.1, CT=22.6 £ 10.6, TT=
23.5+ 11.2, p=0.806). E' stata condotta la stessa analisi secondo i modelli dominate e recessivo
ma non é stata osservata nessuna differenza tra i genotipi.

Inoltre, abbiamo paragonato i livelli di vitamina D tra maschi e femmine; come atteso le
femmine mostravano livelli significativamente piu bassi di vitamina D rispetto ai maschi (21.2
11.1 vs 24.3 + 10.3, p<0.001). Questa differenza era presente anche nei soli pazienti con DT2,
(femmine vs maschi: 22.8 £+ 11.8 vs 24.9 + 10.4, p=0.036), mostrando una relazione con lo stato

metabolico.

DISCUSSIONE

In questo studio abbiamo indagato se il polimorfismo rs2228570 del gene VDR fosse associato
al DT2. Infatti, € stato dimostrato che il sistema della vitamina D ha un ruolo importante nel
DT2 e nelle malattie cardiovascolari (Haussler MR 2013; Prietl B 2013).

Diversi studi, anche se condotti su piccole coorti, hanno mostrato la presenza di un'associazione
tra le varianti del gene VDR, incluso lo SNP rs2228570 esaminato in questo studio, con il DT2 e
con le alterazioni legate al DT2 (Yu F 2016; Neyestani TR 2013; Filus A 2008; Chiu KC 2001).
Nella nostra popolazione, invece, non abbiamo riscontrato nessuna associazione tra il
polimorfismo rs2228570 e i tratti metabolici, incluso il diabete, in un'ampia coorte di soggetti.
Abbiamo anche analizzato la variante nei maschi e nelle femmine separatamente, ma non
abbiamo osservato nessuna differenza statisticamente significativa tra i genotipi divisi per
sesso. Abbiamo condotto la stessa analisi anche secondo il modello recessivo e dominante, e
non abbiamo osservato nessuna differenza.

Infine, abbiamo valutato |'associazione dello SNP con i livelli di vitamina D, ma non abbiamo

osservato nessuna differenza.
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Il nostro e stato il primo studio che ha valutato lo SNP rs2228570 in una coorte ampia e ben
caratterizzata clinicamente di origine Caucasica. Infatti, I'unico studio condotto su una
popolazione Caucasica costituita da un numero ragionevole di soggetti (n=548) & stato
effettuato da Malecki e collaboratori. In accordo con i nostri risultati, gli autori non hanno
riscontrato nessuna associazione tra la variante il DT2 (Malecki MT 2003).

Il nostro studio, condotto su 1713 soggetti, presentava un power adeguato per poter definire
I'esatto ruolo della variante nel diabete.

Inoltre, una metanalisi recente sul polimorfismo rs2228570 ha dimostrato che la variante del
gene VDR é associata significativamente al DT2 soltanto negli individui Cinesi e in particolare
negli studi effettuati su pochi soggetti (n<200). Lo SNP rs2228570 non era associato al DT2 in
altre coorti di differente etnia (Yu F 2016).

Dagli studi finora pubblicati, appare evidente che I'associazione del polimorfisno rs2228570 del
gene VDR con il DT2 & contraddittoria, e una possibile spiegazione di questa divergenza
potrebbe essere data dall'eterogenicita dei gruppi etnici analizzati, e soprattutto dal fatto che

gli studi sono stati condotti su popolazioni troppo piccole.
In conclusione i nostri risultati suggeriscono che nella nostra popolazione il polimorfismo

rs2228570 C>T del gene VDR non sembra avere un ruolo importante nella patogenesi del

diabete.

Questo lavoro & stato pubblicato: The vitamin D receptor functional variant rs2228570 (C>T)

does not associate with type 2 diabetes mellitus.

Endocr Res. 2017 Apr 7:1-5.

48



c. Analisi di SNPs coinvolti nel metabolismo della vitamina D, individuati
attraverso GWAS, in un'ampia coorte di pazienti con DT2

In questo studio sono stati analizzati gli SNPs dei geni DHCR7, CYP2R1 e GC che sono stati
trovati associati allo stato di vitamina D in studi di GWAS e di associazione genetica (Dastani Z
2013; McGrath JJ 2010; Ahn J 2010; Wang TJ 2010). Inoltre, & stato analizzato lo SNP
rs11568820 del gene VDR per esplorare ulteriormente il ruolo di questo polimorfismo dato che
nel nostro studio precedente (vedi paragrafo “a” del capitolo SCOPI SPECIFICI e Sentinelli F
2016) abbiamo dimostrato per la prima volta che i portatori del genotipo AA di questo SNP

avevano una maggiore suscettibilita per il DT2 e alterata secrezione insulinica.

Questo scopo si & svolto nell’ambito del progetto SUMMER (Sapienza University Mortality and

Morbidity Event Rate) nel diabete; quest'ultimo consiste in uno studio prospettico

osservazionale multicentrico di 5 anni che ha lo scopo di identificare nuove molecole in grado di
predire il rischio cardiovascolare nei pazienti affetti da DT2 e di contribuire a definirne i
meccanismi.

Il primo obiettivo del SUMMER e quello di identificare, all’interno di una vastissima popolazione
di pazienti con DT2 (previsione reclutamento 5000 soggetti), il tasso di mortalita per tutte le
cause; successivamente verra approfondito lo studio dei dati relativi alla mortalita
specificamente per eventi cardiovascolari, con particolare riferimento all'incidenza di infarto

del miocardio, ictus cerebrale e insufficienza renale terminale.

MATERIALI E METODI

Popolazione
Per lo studio "SUMMER" sono stati reclutati finora, in diversi centri diabetologici italiani, oltre
4400 soggetti consecutivi affetti da DT2.
| criteri di inclusione applicati per I'ingresso nello studio sono stati:
- eta>18 anni

- diagnosi di DT2
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- accettazione consapevole del consenso informato

| criteri di esclusione sono stati:
- malattie psichiatriche gravi
- malattie renali allo stadio terminale
- dialisi
- cirrosi
- cancro in fase attiva

- trattamento cronico con corticosteroidi

Sono stati reclutati inoltre circa 200 soggetti sani come controlli.

Esame clinico e indagini ematochimiche

Tutti i pazienti sono stati sottoposti ad anamnesi personale per raccogliere informazioni
riguardo eta, sesso, abitudine al fumo, condizione di menopausa nelle donne e ad anamnesi
familiare riguardo la storia di diabete (tre generazioni consecutive) e di malattie cardiovascolari
(parenti di primo grado). Sono stati inoltre registrati la data di diagnosi di diabete, I'eventuale
presenza di episodi ipoglicemici e le terapie in corso (farmaci ipolipidemizzanti, anti-ipertensivi,
antiaggreganti, anticoagulanti, steroidi, antiinflammatori non steroidei, immunomodulatori,
androgeni, estrogeni e terapie antifratture). E’ stata raccolta I'anamnesi patologica riguardo la
storia di eventi cardiovascolari precedenti (infarto del miocardio, ictus, ulcera / gangrena /
amputazione e procedure di rivascolarizzazione) e delle principali comorbidita (cancro, malattie
croniche del fegato, BPCO, malattie endocrine, malattie renali, fratture e disfunzioni cognitive).
Sono state inoltre valutate le abitudini dietetiche e I'attivita fisica attraverso questionari validati

(INRAN e IPAQ).

| partecipanti sono stati sottoposti a esame obiettivo e prelievo venoso dopo almeno 12 ore di
digiuno. | parametri antropometrici valutati sono stati peso, altezza, circonferenza vita ed e
stato calcolato I'Indice di Massa Corporeo (BMI, Kg/m?).

| parametri ematochimici indagati sono stati: emoglobina glicosilata (HbAlc, %), colesterolo
totale (mg/dl), colesterolo HDL (mg/dl), trigliceridi (mg/dl), aspartato-aminotransferasi (AST,

IU/1), alanino-aminotransferasi (ALT, 1U/I), gamma-glutamiltranspeptidasi (yGT, IU/l), fosfatasi
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alcalina (IU/I), azotemia (mg/dl), creatinina (mg/dl), rapporto albumina/creatinina nelle urine
(ACR), acido urico (mg/dl) attraverso metodi di laboratorio standard in ciascuno dei centri
partecipanti.

| risultati ottenuti sono stati standardizzati al fine di minimizzare le differenze derivanti dai
dosaggi dei diversi laboratori. Inoltre, la velocita di filtrazione glomerulare (eGFR) é stata
calcolata dal livello di creatinina sierica utilizzando I'equazione CKD-EPI (Chronic Kidney Disease
Epidemiology Collaboration).

Il bilancio corporeo di vitamina D & stato stimato in tutti i partecipanti misurando la
concentrazione sierica di 25(OH)D, la forma circolante piu stabile di questo ormone. La
misurazione della 25(0OH)D e stata eseguita con metodo chemiluminescente (ARBL, Salt Lake
City, UT, USA) presso il laboratorio centralizzato su sieri centrifugati, separati e conservati in
frigorifero a -80 °C.

Al fine di evitare I'introduzione di un bias legato alla diversa inclinazione dei raggi solari durante
i diversi periodi dell’anno, e quindi alla differente possibilita di produrre vitamina D sulla
superficie cutanea, durante le analisi statistiche i dati sono stati corretti per la stagione del
prelievo.

Ulteriori campioni di sangue e urine (ogni 5 pazienti) sono stati aliquotati e conservati in

frigorifero a -80 °C per successive analisi genomiche, trascrizionali e metabolomiche.

Genetica

Di questi 4400 campioni raccolti, 2165 aliquote di DNA genomico sono disponibili nel nostro
laboratorio e su queste e stata effettuata la genotipizzazione per i 4 polimorfismi selezionati.
Sono stati studiati i seguenti SNPs: DHCR7 rs12785878 T>G, CYP2R1 rs10741657 G>A, GC
rs4588 G>T e VDR rs 11568820 G>A.

| campioni di sangue sono stati raccolti in tubi contenenti EDTA e il DNA genomico & stato
estratto da tutti i campioni di sangue raccolti mediante “DNA Isolation Kit for Mammalian
Blood” seguendo le istruzioni fornite dalla ditta (Roche Diagnostics).

In breve, il kit di isolamento del DNA si basa sulla separazione dei globuli bianchi dal sangue
intero attraverso una lisi dei globuli rossi. In presenza di un reagente anionico forte, i leucociti
vengono lisati e le proteine vengono cosi rimosse per disidratazione e precipitazione. || DNA

purificato viene successivamente recuperato mediante precipitazione di etanolo.
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La genotipizzazione degli SNPs & stata eseguita utilizzando i saggi TagMan (Applied Biosystems)
C_32063037_10 per DHCR7 rs12785878 T>G, C_2958430_10 per CYP2R1 rs10741657 G>A,
C_8278879_10 per GC rs4588 G>T, e C_2880808_10 per VDR rs 11568820 G>A in un volume
totale di 10 pl utilizzando lo strumento EcoTM Real-Time PCR System dell’lllumina.

Fasi della PCR: attivazione polimerasi (95° C per 3 min), amplificazione mediante 45 cicli di
denaturation (95° C per 15 s), annealing ed extension (60° C per 1 min).

Per assicurare la riproducibilita del metodo a lungo termine, in ciascun esperimento sono stati

analizzati ogni volta tre campioni come controllo.

Statistica

Tutte le analisi statistiche sono state condotte attraverso I'impiego del software statistico SPSS
versione 20.

Le variabili con distribuzione non normale sono state trasformate logaritmicamente prima
dell’analisi.

Le variabili categoriche sono state comparate mediante test x2.

Le variabili continue tra i diversi genotipi sono state valutate mediante test ANOVA.

| valori di p sono stati calcolati usando un modello di regressione lineare che includeva sesso,
eta, HbAlc, BMI e stagione come covariate.

Nel testo i valori sono riportati come media *+ deviazione standard o come percentuale, come
appropriato.

Il calcolo del sample-size effettuato a priori aveva attestato che la nostra casistica era
sufficiente per ottenere un power > 90%, e la post-hoc analysis ha confermato la validita di tale

numerosita.
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RISULTATI

Sono stati genotipizzati per ogni polimorfismo 2165 soggetti affetti da DT2 e circa 200 soggetti
di controllo non diabetici. Sono stati inoltre valutati i livelli di vitamina D in un sottogruppo di

1393 soggetti diabetici.

DHCR7 rs12785878 T>G

Nei soggetti affetti da DT2, la frequenza dell’allele G dello SNP rs12785878 del gene DHCR7 era
significativamente minore rispetto a quella riscontrata nei soggetti non diabetici (29% vs 34%,
p=0.04).

Infatti, la prevalenza del genotipo omozigote (GG) nei pazienti diabetici & risultata minore in
maniera statisticamente significativa rispetto ai soggetti sani (6.3% vs 8.6%, p=0.003).

(Grafico 1)

% PAZIENTI OMOZIGOTI GG

DT2 non DT2

Grafico 1. Prevalenza del genotipo GG del gene DHCR7 nei pazienti diabetici e non diabetici.
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Il genotipo GG del polimorfismo rs12785878 del gene DHCR7 e risultato significativamente

associato con ridotti livelli di vitamina D rispetto ai genotipi TT e GT (21.6 £ 9.8 vs 25.1 £10.5 vs

24.2 + 10.8 ng/ml, p<0.001) e ad una pil giovane eta (63.8 + 10.8 vs 66.7 + 9.7 vs 66.2 £ 9.9,

p=0.001). (Tabella 7)

GENOTIPI p-value
T TG GG
n=1099 n=856 n=210

Sesso (F/M) 442/657 339/517 86/124 n.s.
Eta (anni) 66.7+£9.7 66.2+9.9 63.8110.8 0.001
Peso (Kg) 82.2+17.1 83.3+18.1 83.1+16.3 n.s.
BMI (Kg/m?) 29.845.5 29.845.9 29.8+4.9 n.s.
CV (cm) 103.3+13.4 104.9+33.1 104.1+13.6 n.s.
HbA1c (mg/dl) 7.2+1.4 7.3+1.4 7.4+1.5 n.s.
PAS (mm/Hg) 135+15 134.5+15.5 135.7+154 n.s.
PAD (mm/Hg) 78.7+9 7949.2 78.8+9.1 n.s.
COL TOT (mg/dl) 170.9+£37.7 172.3+£39.1 174.2+39.9 n.s.
TG (mg/dl) 140.5+76 146+98.1 154+155.4 n.s.
COL HDL (mg/dl) 46.5£12.5 46.7+13.5 46112.1 n.s.
COL LDL (mg/dl) 96.5133.4 97+33.7 99.6%33.9 n.s.
Creatinina (mg/dl) 0.88+0.43 0.87+0.42 0.94+0.47 n.s.
Vitamina D (ng/ml) 25.1+£10.5 24.2+10.8 21.6+9.8 <0.001

Tabella 7. Caratteristiche cliniche ed ematochimiche della popolazione di pazienti affetti da

DT2 in relazione al genotipo DHCR7. P-value <0.05 statisticamente significativo.
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Il calcolo dell'OR ha mostrato che i soggetti con genotipo omozigote GG avevano un maggior
rischio di ipovitaminosi (ORHom = 1.92 Cl = [1.2-3.1], p=0.005).

All’analisi di regressione lineare multivariata si € osservato che il polimorfismo rs12785878 si
associava con piu bassi livelli di vitamina D indipendentemente dalla stagione, dall’emoglobina

glicata, dall’eta, dal sesso e dal BMI. (Tabella 8)

Coefficiente di
Variabile indipendente t-value p-value
regressione standard

Eta -0.063 -2.271 0.023
Sesso 0.079 2.896 0.004
BMI -0.153 -5.513 <0.001
HbA1c -0.172 -6.324 <0.001
Stagione -0.156 -5.816 <0.001
rs12785878 -0.101 -3.750 <0.001

Tabella 8. Analisi di regressione lineare multivariata. P-value <0.05 statisticamente
significativo.
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CYP2R1 rs10741657 G>A

Nei soggetti affetti da DT2 la frequenza dell’allele A dello SNP rs10741657 del gene CYP2R1 era
minore, anche se non statisticamente significativa, rispetto ai soggetti sani (29% vs 33%,
p=0.19). Nei pazienti affetti da DT2, tuttavia, la prevalenza del genotipo omozigote (AA) era
maggiore rispetto ai soggetti non diabetici (8.1% vs 6.7%, p=0.076).

Il genotipo AA del polimorfismo rs10741657 del gene CYP2R1 era significativamente associato
con ridotti valori di HbAlc rispetto ai genotipi GG e GA (7 + 1.2 vs 7.3 £1.5 vs 7.3 + 1.4 mg/d|,

p=0.05). (Tabella 9)

GENOTIPI p-value
GG GA AA
n=1069 n=895 n=201
Sesso (F/M) 637/432 543/352 120/81 n.s.
Eta (anni) 66.519.6 66%10.3 65.3+9.7 n.s.
Peso (Kg) 82.8+17.2 82.9+18.2 81.7+15.7 n.s.
BMI (Kg/mz) 29.915.6 29.8+5.7 29.4+4.9 n.s.
CV (cm) 103.8+13.7 104.4%32.4 102.7+12.1 n.s.
HbA1c (mg/dl) 7.3%1.5 7.3%1.4 711.2 0.05
PAS (mm/Hg) 135.6+15.4 134.4+15.3 133.4+13.9 n.s.
PAD (mm/Hg) 78.9+9.3 78.6+8.9 79.2+8.4 n.s.
COL TOT (mg/dl) 172.31+38.8 171.3+37.8 171.6%£39.9 n.s.
TG (mg/dl) 145.8+81.7 143.9+114.8 135.3+64.7 n.s.
COL HDL (mg/dl) 46.2+12.7 46.5+12.7 48.4+13.9 n.s.
COL LDL (mg/dl) 97.1+34.2 97+32.5 96.8+34.8 n.s
Creatinina (mg/dl) 0.97+0.38 0.94+0.35 0.92+0.29 n.s.
Vitamina D (ng/ml) 23.949.7 24.5+11 26.7+12.5 n.s

Tabella 9. Caratteristiche cliniche ed ematochimiche della popolazione di pazienti affetti da
DT2 in relazione al genotipo CYP2R1. P-value <0.05 statisticamente significativo.
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L'analisi di regressione lineare multivariata ha confermato che il polimorfismo rs10741657 si
associava con piu bassi livelli di HbAlc indipendentemente dall’eta, dal sesso e dal BMI. (Tabella

10)

Coefficiente di
Variabile indipendente t-value p-value
regressione standard

Eta -0.010 -3.098 0.002
Sesso -0.094 -1.399 0.173
BMI 0.024 4.013 <0.001
rs10741657 -0.095 -1.907 0.037

Tabella 10. Analisi di regressione lineare multivariata. P-value <0.05 statisticamente
significativo.

57



GCrs4588 G>T

Nella popolazione di individui diabetici, la frequenza dell’allele T dello SNP rs4588 del gene GC
era maggiore, anche se non statisticamente significativa, rispetto ai soggetti sani (27% vs 25%,
p=0.39). Inoltre, nei pazienti affetti da DT2 la prevalenza del genotipo omozigote (TT) era
maggiore rispetto ai soggetti non diabetici (7.3% vs 5.2%, p=0.68).

| soggetti con genotipo omozigote TT presentavano livelli di vitamina D significativamente

inferiori rispetto ai soggetti con genotipo GG e GT (22 + 9.4 vs 25.4 +11.2 vs 23.6 + 9.7 ng/ml,

p=0.001). (Tabella 11)

GENOTIPI p-value
GG GT T
n=1140 n=846 n=179
Sesso (F/M) 459/681 336/510 73/106 n.s.
Eta (anni) 66.3+9.9 66.2+10 65.6+9.9 n.s.
Peso (Kg) 83+17.6 82.8+17.6 81.1+16.1 n.s.
BMI (Kg/m?) 29.9+5.5 29.845.9 29.4+5.1 n.s.
CV (cm) 103.6+13.8 104.8+33 102.5+£12.7 n.s.
HbA1c (mg/dl) 7.3%1.4 7.1+1.4 7.3%1.5 n.s.
PAS (mm/Hg) 135+15.4 134.7415 135.2415.5 n.s.
PAD (mm/Hg) 78.949.2 78.719 78.4+8.7 n.s.
COL TOT (mg/dl) 172.1439.4 171.4+36.8 171.6+40.4 n.s.
TG (mg/dl) 146.1+102.8 140.7+76.1 147.3+125.9 n.s.
COL HDL (mg/dI) 46.2+13.1 46.7+12.7 47.5+11.7 n.s.
COL LDL (mg/dl) 97.5+34.4 96.7+32.3 95.5+34.6 n.s
Creatinina (mg/dl) 0.8910.42 0.88+0.45 0.85+0.40 n.s.
Vitamina D (ng/ml) 25.4+11.2 23.619.7 22194 0.001

Tabella 11. Caratteristiche cliniche ed ematochimiche della popolazione di pazienti affetti da
DT2 in relazione al genotipo GC. P-value <0.05 statisticamente significativo.
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Il calcolo dell'OR ha mostrato che i soggetti con genotipo omozigote TT avevano un maggior

rischio di ipovitaminosi (ORHom = 1.89 Cl = [1.14-3.14], p=0.012).

All'analisi di regressione lineare multivariata si € osservato che il polimorfismo rs4588 si
associava con piu bassi livelli di vitamina D indipendentemente dalla stagione, dall’emoglobina

glicata, dall’eta, dal sesso e dal BMI. (Tabella 12)

Coefficiente di
Variabile indipendente t-value p-value
regressione standard

Eta -0.001 -2.088 0.037
Sesso 0.029 2.856 0.004
BMI -0.005 -5.546 <0.001
HbAlc -0.022 -6.555 <0.001
Stagione -0.058 -5.813 <0.001
rs12785878 -0.033 -4.296 <0.001

Tabella 12. Analisi di regressione lineare multivariata. P-value <0.05 statisticamente
significativo.
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VDR rs11568820 G>A

La frequenza dell’allele A dello SNP rs11568820 del gene VDR nei pazienti affetti da DT2 era
paragonabile a quella dei soggetti non diabetici (25% vs 24%, p=0.63). Nei pazienti diabetici la
prevalenza del genotipo omozigote (AA) era maggiore, anche se non statisticamente
significativa, rispetto ai soggetti non diabetici (6.3% vs 3.6%, p=0.68).

Per questo polimorfismo la popolazione e stata studiata valutando i soggetti GG vs GA+AA
(modello dominante).

| soggetti portatori di almeno un allele di rischio presentavano livelli significativamente
aumentati di HbAlc (7.4 + 1.5 vs 7.2 £1.4 mg/dl, p=0.044) e una pil giovane eta (65.7 + 9.9 vs
66.6 £ 9.9, p=0.039). (Tabella 13)

GENOTIPI p-value
GG GA+AA
n=1228 n=937
Sesso (F/M) 494/734 372/565 n.s.
Eta (anni) 66.619.9 65.7+9.9 0.039
Peso (Kg) 82.7+17.4 82.9+17.6 n.s.
BMI (Kg/m?) 29.845.6 29.845.6 n.s.
CV (cm) 104.4128.2 103.41+14.1 n.s.
HbA1c (mg/dl) 7.2+1.4 7.4+1.5 0.044
PAS (mm/Hg) 134.31+15.2 135.6%15.3 n.s.
PAD (mm/Hg) 78.7+9.1 78.9+9 n.s.
COL TOT (mg/dl) 172.3+38.9 171+37.9 n.s.
TG (mg/dl) 144.4+97.5 143.6+92.9 n.s.
COL HDL (mg/dI) 46.6£13 46.4+12.7 n.s.
COL LDL (mg/dl) 97.4134.3 96.5+32.6 n.s
Creatinina (mg/dl) 0.95+0.32 0.96+0.38 n.s.
Vitamina D (ng/ml) 24.2+10.3 24.6+10.8 n.s.

Tabella 13. Caratteristiche cliniche ed ematochimiche della popolazione di pazienti affetti da

DT2 in relazione al genotipo VDR. P-value <0.05 statisticamente significativo.
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All'analisi di regressione lineare multivariata si € osservato che I'associazione del polimorfismo
rs11568820 con i livelli maggiori di HbAlc non era indipendente da fattori di confondimento

come l'eta, il sesso e il BMI (Tabella 14).

Coefficiente di
Variabile indipendente t-value p-value
regressione standard

Eta -0.010 -2.907 0.004
Sesso -0.096 -1.421 0.156
BMI 0.024 4.075 <0.001
rs11568820 0.058 1.744 0.081

Tabella 14. Analisi di regressione lineare multivariata. P-value <0.05 statisticamente
significativo.

Genetic Risk Score (GRS)

L'aggregazione di informazioni di piu SNPs, ognuno con i suoi effetti, in un singolo punteggio di
rischio genetico & diventato uno strumento utile per esaminare la capacita predittiva
cumulativa delle variazioni genetiche in diverse patologie e nei fenotipi ad esse correlati
(Humphries SE 2008). Gli usi emergenti del Genetic Risk Score (GRS) sono molteplici, tra cui la
predizione di malattie nelle popolazioni ad alto rischio, gli studi di interazione genetica con
I'ambiente e gli studi di Randomizzazione Mendeliana (Smith JA 2015).

Per creare un GRS, & necessario prima selezionare le varianti genetiche da includere nel
punteggio di rischio. Sebbene in studi precedenti il GRS veniva creato includendo SNPs
provenienti da studi su geni candidati (Morrison AC 2007; Brautbar A 2012), i GRS pil recenti
vengono costruiti usando SNPs trovati associati a tratti o patologie attraverso GWAS.

Quando vengono assegnati pesi uguali a ciascuna variante genetica, il punteggio € detto "non

ponderato" e la sua costruzione si basa sull'ipotesi che ogni allele conferisca un rischio identico.
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Tuttavia, per i tratti piu complessi, le dimensioni degli effetti tra gli SNPs identificati variano;
pertanto, i GRS possono essere costruiti ponderando gli SNPs per le loro dimensioni di effetto,
dando maggior peso a varianti con effetti piu forti. | punteggi ponderati possono aumentare la
potenza statistica rispetto ai punteggi non ponderati, e in questo caso si parla di "GRS pesato"
(WGRS) (Smith JA 2015).

In questo studio & stato quindi calcolato un GRS sulla base dei 4 SNPs studiati per valutare
I’associazione dello score con i livelli di Vitamina D.

Il GRS e stato calcolato mediante la somma degli alleli di rischio per ognuno dei 4 polimorfismi
in ciascun individuo; in particolare i genotipi per ogni SNP sono stati valutati secondo un
modello additivo:

0: omozigoti per I'allele non di rischio

1: eterozigoti

2: omozigoti per I'allele di rischio (Tabella 15)

n alleli di rischio n individui (%)

0 106 (7.6)

1 315 (22.6)

409 (29.4)

318 (22.9)

176 (12.6)

53 (3.8)

13 (0.9)

N| ol | A W N

3(0.2)

Tabella 15. Stratificazione della popolazione secondo il numero degli alleli di rischio per i 4

polimorfismi.
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Nella nostra popolazione si € ottenuto un range da 0 a 7 e poiché le categorie agli estremi (0, 5,
6 e 7) erano costituite da una percentuale di individui molto bassa, le 8 categorie sono state
suddivise in quartili ed e stata valutata I'associazione dei quartili con i livelli di Vitamina D.

E’ stata osservata un’associazione con la Vitamina D, che diminuisce significativamente dal 1° al
4° quartile (24.9 £ 9.9 vs 25.1 + 10.9 vs 23.7 + 10.8 vs 23.4 + 10.6 ng/ml, p=0.03) (Tabella 16),
conun OR=1.32 (C.I. =[1.1-1.6], p=0.005).

Quartili n individui Vitamina D p-value
1 421 24.919.9
2 409 25.1+10.9
3 318 23.7£10.8
4 245 23.4+10.6 0.03

Tabella 16. Associazione del GRS con i livelli di vitamina D.

E' stato valutato anche un GRS pesato (WGRS) calcolando un OR di rischio di ipovitaminosi D
utilizzando il cut-off di 30 ng/ml. Il WGRS é stato quindi ottenuto moltiplicando I'OR per ogni
allele di rischio di ciascun gene.

E’ stata osservata un’associazione con la Vitamina D, che diminuisce significativamente dal 1° al

4° quartile (26.3 +11.8 vs 24 + 10.2 vs 24.6 + 10.7 vs 22.8 + 9.2 ng/ml, p=0.001). (Tabella 17)
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Quartili n individui Vitamina D p-value
1 353 26.3+11.8
2 340 24+10.2
3 344 24.6+10.7
4 321 22.849.2 0.001

Tabella 17. Associazione del WGRS con i livelli di vitamina D.

E' stato valutato infine un GRS pesato soltanto per i geni DHCR7 e GC, i due geni che sono

risultati in grado di influenzare significativamente i livelli di vitamina D, moltiplicando I'OR di

rischio di ipovitaminosi (cut-off di 30 ng/ml) per ogni allele di rischio dei 2 geni.

E’ stata osservata un’associazione con la Vitamina D, che diminuisce significativamente dal 1° al

4° quartile (26.3 +11.2 vs 25+ 10.8 vs 22.8 9.7 vs 21.7 £ 9.6 ng/ml, p<0.001). (Tabella 18)

Quartili n individui Vitamina D p-value
1 347 26.3+11.2
2 556 25+10.8
3 261 22.849.7
4 195 21.749.6 <0.001

Tabella 18. Associazione del WGRS dei 2 geni (DHCR7 e GC) con i livelli di vitamina D.
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DISCUSSIONE

In questo studio sono stati analizzati 4 varianti polimorfiche in geni coinvolti nel metabolismo
della vitamina D in una popolazione di 2165 soggetti affetti da DT2; sono stati inoltre dosati i
livelli di vitamina D in un sottogruppo di quasi 1400 pazienti.

E' stata osservata un’associazione significativa delle varianti rs12785878 del gene DHCR7 e
rs4588 del gene GC con livelli ridotti di vitamina D; la variante del gene DHCR7 e risultata
associata significativamente anche ad una piu giovane eta.

L'enzima DHCR7 rimuove il pre-colesterolo dalla via della vitamina D riducendo il substrato
disponibile per la formazione di 25(0OH)D, e infatti abbiamo osservato che i soggetti portatori
della mutazione che mostrano livelli piu bassi di vitamina D presentano anche livelli piu alti di
colesterolo, anche se non viene raggiunta la significativita statistica.

Inoltre, la variante rs10741657 del gene CYP2R1 e risultata significativamente associata a livelli
piu bassi di HbAlc.

Infine, abbiamo osservato che la variante rs11568820 del gene VDR é associata a livelli di HbAlc

significativamente piu alti e a una piu giovane eta.

Il GRS ha confermato I'associazione delle 4 varianti genetiche con la vitamina D, mostrando che
i soggetti portatori di un numero maggiore di alleli di rischio presentavano livelli inferiori di
vitamina D.

Il GRS pesato per I'OR di rischio di ipovitaminosi ha confermato |’associazione delle 4 varianti
con i bassi livelli di vitamina D, e la significativita dell’associazione era ancora piu forte
(p>0.001) quando il GRS veniva pesato considerando soltanto i due geni (DHCR7 e GC) che
erano risultati influenzare significativamente i livelli di vitamina D, rafforzando ancora di piu

tale risultato.

In questo studio abbiamo quindi osservato che le varianti genetiche possono influenzare i livelli
di vitamina D in maniera considerevole. Questi risultati confermano che le concentrazioni di
25(0OH)D non dipendono soltanto dai fattori ambientali, come I'alimentazione e |'esposizione
solare, ma anche dai fattori genetici. Gli studi genetici, quindi, possono aiutare a identificare gli

individui a rischio di ipovitaminosi D.
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Come affermato in una review abbastanza recente (Berry D 2011), l'influenza dei fattori
genetici sullo stato della vitamina D € molto complessa.

Studi effettuati sul gene GC, che codifica per il trasportatore della vitamina D, suggeriscono che
le variazioni genetiche potrebbero portare a differenze nella biodisponibilita della 25(0OH)D. Gli
studi di GWAS e sui geni candidati hanno esplorato gli effetti diretti degli SNPs sui livelli di
vitamina D, ma s’ipotizza che i fattori genetici possano influenzare anche la risposta alle
variazioni di sintesi e assunzione di vitamina D. Questo fattore potrebbe spiegare parte della
“missing heritability” della vitamina D dato che i principali loci comuni identificati con gli studi
GWAS spiegano ancora solo circa il 1-4% delle variazioni di vitamina D (Manolio TA 2009; Wang

TJ 2010).

| nostri risultati sono in linea con studi precedenti che hanno dimostrato che i geni DHCR7,
CYP2R1 e GC sono i principali loci coinvolti nel controllo ereditario dei livelli di vitamina D (Ye Z
2015). Gli SNPs dei geni DHCR7, CYP2R1 e GC sono stati trovati associati allo stato di vitamina D
in studi di GWAS e di associazione genetica (Dastani Z 2013; McGrath JJ 2010; Ahn J 2010;
Wang TJ 2010).

Le associazioni trovate tra le varianti comuni del gene DHCR7 e i livelli di vitamina D hanno
dimostrato che I’enzima ha un ruolo importante nella regolazione dello stato di vitamina D, e il
risultato ottenuto sulla nostra popolazione conferma tale relazione.

E' stato dimostrato in studi precedenti che mutazioni genetiche nel gene CYP2R1 comportano
ipovitaminosi D (Cheng JB 2004) e che le varianti genetiche in CYP2R1 sono fortemente
associate alle concentrazioni di 25(0OH)D (Wjst 2006; Ramos-lopez E 2007; Nissen J 2014); nella
nostra popolazione invece, non abbiamo osservato tale associazione.

Diversi studi su geni candidati hanno mostrato associazioni tra le varianti del gene GC e le
concentrazioni di 25(0OH)D (Lauridsen AL 2005; Kurylowicz A 2006; Abbas S 2008; Engelman CD
2008; Sinotte M 2009; Gozdzik A 2011; Nissen J 2014). In studi precedenti sono state osservate
associazioni tra il gene GC e il DT2 nelle popolazioni asiatiche (Hirai M 1998; Ren W 2003; Shao
XJ 2012), ma un simile risultato non & mai stato dimostrato nella popolazione Caucasica (Klupa
T 1999; Ye WZ 2001; Malecki MT 2002; Wang G 2014).

| nostri risultati sono in accordo con tali osservazioni; infatti anche nella nostra popolazione
abbiamo dimostrato un’associazione tra la variante del gene GC e i livelli di vitamina D, ma non

abbiamo osservato nessuna associazione con i parametri legati al DT2.
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In uno studio precedente (Sentinelli F 2016) abbiamo effettuato uno studio di associazione tra il
polimorfismo rs11568820 G>A del gene VDR e il DT2 in una coorte di 839 adulti italiani con DT2
e in 949 soggetti non diabetici. Il nostro studio ha dimostrato per la prima volta che i portatori
del genotipo AA del gene VDR avevano una maggiore suscettibilita per il DT2 e un’alterata
secrezione insulinica.

In questo studio abbiamo analizzato la stessa variante del gene VDR nei 2165 soggetti diabetici,
e abbiamo osservato che la variante rs11568820 del gene VDR ¢ associata a livelli di HbAlc

significativamente piu alti e a una pil giovane eta rispetto ai soggetti non portatori.

In conclusione, questo studio ha dimostrato la presenza di una stretta associazione tra
polimorfismi dei geni coinvolti nel metabolismo della vitamina D e i livelli circolanti,

contribuendo a confermare il ruolo della genetica nella regolazione dei livelli di vitamina D.

PROSPETTIVE FUTURE

Questo studio ha dimostrato la presenza di una stretta associazione tra polimorfismi dei geni
coinvolti nel metabolismo della vitamina D e i livelli circolanti.

Per testare se l'associazione tra i livelli di vitamina D e l'incidenza di eventi CV é causale o
semplicemente casuale, sara necessario applicare l'approccio di "Randomizzazione
Mendeliana".

Al fine di individuare un nesso causale, I'approccio di "Randomizzazione mendeliana" permette
di capire i meccanismi che causano la malattia. Ovvero, se un polimorfismo genetico (SNP) che
€ associato con un biomarcatore (livelli di vitamina D), € anche associato con la morte
cardiovascolare e/o da tutte le cause, allora I’evidenza € in favore di una relazione causale tra il
biomarcatore (livelli di vitamina D geneticamente determinati) e il rischio di mortalita e
morbilita cardiovascolare in tali pazienti (Thanassoulis G 2013).

Il calcolo della potenza statistica dello studio SUMMER é stato effettuato sulla base di dati
recentemente raccolti da un gruppo di collaboratori del progetto che hanno registrato un tasso
di mortalita per tutte le cause di circa 2 su 100 persone-anno nei pazienti con DT2 in Italia. Con

guesta premessa, € stato stimato che seguire 5000 individui per 5 anni (per un totale di 500 casi
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incidenti) fornira un power del 90%, con un valore p=0.01, nel rilevare I'associazione con una
variabile presente nel 30% dell’intera popolazione in studio che aumenta del 40% il rischio di

mortalita per qualsiasi causa.

Lo studio proseguira fino al raggiungimento dell'arruolamento di 5000 pazienti diabetici e con il
follow-up dei pazienti reclutati.

Grazie ai dati che verranno registrati durante i 5 anni di follow-up del Summer si otterranno gli
elementi necessari per testare I'associazione tra i polimorfismi studiati, i livelli di vitamina D e

gli eventi cardiovascolari, secondo I'approccio di “Randomizzazione Mendeliana”.
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2) OBIETTIVI SECONDARI

a. Analisi dello SNP rs778114184 del gene APOA5 in una popolazione di 924

bambini e adolescenti in sovrappeso e obesi Sardi

INTRODUZIONE

Il gene APOAS, che codifica per I'apolipoproteina A-V (ApoA-V), si trova sul cromosoma 11 in
posizione 11923, e formato da 4 esoni e 3 introni e codifica per I'apolipoproteina A-V.
Nelll'uomo e espresso quasi esclusivamente nel tessuto epatico (Pennacchio LA 2001);
un'espressione minore é stata trovata soltanto nel piccolo intestino (Guardiola M 2012).

APOAS5 potrebbe influenzare i livelli plasmatici di trigliceridi attraverso differenti possibili
meccanismi. Il primo meccanismo suppone che APOA5 funzioni come attivatore della
lipoprotein-lipasi aumentando il metabolismo delle particelle ricche di TG (Li Y 2014). Il secondo
meccanismo prevede un possibile effetto di APOA5 sulla secrezione delle particelle VLDL
(Beckstead JA 2003). Infine, la terza possibilita riguarda I'accelerazione della captazione da
parte del fegato dei remnants delle lipoproteine (Nilsson SK 2011).

ApoA-V é un regolatore chiave dei livelli plasmatici di trigliceridi (TG) (Pennacchio LA 2001; Van
der Vliet HN 2001) ma il meccanismo d’azione, soprattutto nell'uomo, & ancora poco chiaro.

E' stata descritta una correlazione inversa tra i livelli plasmatici di apoA-V e TG nei modelli
animali (Pennacchio LA 2001; Van der Vliet HN 2002), che ha condotto all'idea che apoA-V
potesse correlare negativamente con i livelli di TG anche nell'uomo. Studi recenti sull'uomo non
hanno confermato tale relazione (Schaap FG 2006), mostrando invece una relazione positiva tra

i livelli di apoA-V e i TG.

Sono stati studiati diversi polimorfismi del gene APOA5 che sono stati trovati associati con i
livelli plasmatici di TG (Pennacchio LA 2002). Sono stati descritti pit di 20 varianti rare del gene
APOAS5 (Pennacchio LA 2002; Hodoglugil U 2006; Kao JT 2003; Hubacek JA 2006); queste

mutazioni sono state di solito trovate associate a ipertrigliceridemia (Melegh Bl 2012).
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Un recente lavoro di Sidore et al. effettuato su una popolazione sarda di 6602 adulti ha
mostrato una nuova associazione tra la mutazione missenso Arg282Ser (rs778114184 G>T) del
gene APOAS e una diminuzione dei livelli di TG. Questa variante é stata trovata soltanto nella
popolazione Sarda e sembra essere |'unica associata a una riduzione dei livelli di TG (Sidore C

2015).

Dato che l'associazione tra la mutazione Arg282Ser del gene APOAS e i livelli di trigliceridi &
stata osservata e studiata soltanto in una popolazione di soggetti adulti (Sidore C 2015),
abbiamo effettuato uno studio di associazione genetica in una coorte di bambini e adolescenti
in sovrappeso e obesi della Sardegna.

Il nostro scopo era di esplorare se I'associazione tra la variante e i TG fosse gia presente in

giovane eta, quando i fattori ambientali hanno avuto ancora poco tempo per agire.

MATERIALI E METODI

Popolazione

Per questo studio sono stati reclutati 925 bambini in sovrappeso e obesi (438 maschi e 487
femmine) presso I'ospedale di Cagliari. La presenza di patologie endocrine o genetiche erano
considerate criteri di esclusione dallo studio. Nessuno dei bambini era in trattamento
farmacologico. Al momento dell'arruolamento sono stati raccolti i dati demografici, clinici e
antropometrici come descritto in precedenza (Cambuli VM 2009). Lo sviluppo puberale ¢ stato
determinato secondo la scala di Tanner e i bambini sono stati divisi in 2 gruppi: stadio pre-

puberale (Tanner |) e puberale (Tanner II-V).

Esame clinico e indagini ematochimiche

| partecipanti sono stati sottoposti ad anamnesi, esame obiettivo e prelievo venoso dopo
almeno 12 ore di digiuno. | parametri antropometrici valutati sono stati peso, altezza,
circonferenza vita ed & stato calcolato I'Indice di Massa Corporeo (BMI, Kg/m?). Sono state

misurate la pressione sistolica e diastolica.
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| parametri ematochimici indagati sono stati: glicemia (mg/dl), insulinemia (IU/ml), emoglobina
glicosilata (HbAlc, %), colesterolo totale (mg/dl), colesterolo HDL (mg/dl), trigliceridi (mg/dl),
aspartato-aminotransferasi  (AST, 1U/I), alanino-aminotransferasi (ALT, IU/l), gamma-
glutamiltranspeptidasi ( Y GT, 1U/l), attraverso metodi di laboratorio standard. Il colesterolo LDL
¢ stato calcolato usando la formula di Friedwald. L’insulinemia basale & stata misurata
mediante metodo radio-immunoenzimatico (DLS-1600 Insulin Radioimmunoassay Kit,
Diagnostic System Laboratories Inc., Webster, TX), con coefficiente di variazione intra-
campionario compreso tra 4.7% e 12.2% e intercampionario compreso tra 4.5% e 8.3%.

| livelli sierici di ApoA-V sono stati dosati attraverso un kit ELISA (Aviva System Biology, San

Diego CA) su sieri congelati e conservati a -80°C.

Indici di insulino-resistenza e insulino-secrezione
L'HOMA-IR (Modello di valutazione omeostatico di insulino resistenza) e 'HOMA-B (Modello di
valutazione omeostatico della funzione beta-cellulare) sono stati calcolati come

precedentemente mostrato da Matthews et al. (Matthews DR 1985).

Genetica

La genotipizzazione dello SNP rs778114184 G>T A del gene APOAS ¢ stata eseguita mediante
real-time PCR e High Resolution Melt (HRM) Analysis utilizzando lo strumento Eco™ Real-Time
PCR System dell’lllumina. | frammenti sono stati amplificati in un volume di reazione di 10 uL
con 0.5 uM di ogni primer, 10 ng di DNA, e 1x LCGreen Plus+ Melting Dye.

Fasi della PCR: attivazione polimerasi (95° C per 3 min), amplificazione mediante 42 cicli di
denaturation (95° C per 15 s), annealing ed extension (60° C per 1 min).

Al temine dell'amplificazione e stata eseguita una curva di Melting mediante heating (95 °C per
15 s), cooling (fino a 65 °C per 15 s), e holding (fino a 95°C).

| portatori della variante sono stati validati mediante sequenziamento.

Per assicurare la riproducibilita del metodo a lungo termine sono stati analizzati in ogni corsa 2

campioni GG e GT come controlli.

Statistica
Tutte le analisi statistiche sono state condotte attraverso I'impiego del software statistico SPSS
versione 20.
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Le variabili con distribuzione non normale sono state trasformate logaritmicamente prima
dell’analisi.

Le variabili categoriche sono state comparate mediante test x2.

Le variabili continue tra i diversi genotipi sono state valutate mediante test ANOVA.

| valori di p sono stati calcolati usando un modello di regressione lineare che includeva sesso,
eta, BMI-SDS e stadio di Tanner come covariate.

Nel testo i valori sono riportati come media + deviazione standard o come percentuale, come

appropriato.

RISULTATI

Tra i 925 bambini analizzati sono stati identificati 24 soggetti eterozigoti per la mutazione
rs778114184 e nessun individuo omozigote. Le frequenze genotipiche erano in equilibrio di
Hardy-Weinberg.

Abbiamo quindi valutato I'associazione tra il polimorfismo e le caratteristiche cliniche ed
ematochimiche.

| portatori dello SNP mostravano livelli significativamente ridotti di trigliceridi (GT vs GG, 48.2 +
31.6 vs 63.7 + 39.5, p=0.001), di colesterolo totale (GT vs GG, 149.7 + 25.3 vs 167.8 £ 32.3, p=
0.005), e di LDL (GT vs GG, 88.6 + 22.6 vs 103.4 + 28.2, p=0.016). (Tabella 19)
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GENOTIPI P-value
GG GT
n. =901 n.=24
Sesso (F/M) 477/424 10/14 n.s.
Eta (anni) 10.4 £ 3.2 9.9+3.2 n.s.
Peso (Kg) 57+19.8 55+ 18.5 n.s.
BMI (Kg/m?) 27.4+4.2 29.1+9.3 n.s.
SDS-BMI 28+1.2 3.6£29 n.s.
PAS (mm/Hg) 106 + 14.8 105 + 14.6 n.s.
PAD (mm/Hg) 61.7 £8.8 63+8.7 n.s.
Col tot (mg/dl) 167.8+32.3 149.7 £ 25.3 0.005
TG (mg/dl) 63.7+39.5 48.2 +31.6 0.001
HDL (mg/dl) 51.5+12.2 51.2+11.1 n.s.
LDL (mg/dl) 103.4 + 28.2 88.6 +22.6 0.016
AST (U/L) 24.4 £10.7 25.6+5.9 n.s.
ALT (U/L) 23+12.5 226+7.8 n.s.
Glicemia 0’ (mg/dl) 89+7.6 88.2+6.3 n.s.
Glicemia 120’ (mg/dl) 105.5+20.2 113.2+17 n.s.
Insulinemia 0’ (uU1/ml) 14.7 £9.1 1791124 n.s.
Insulinemial20’(uU1/ml) 61.4+51 90.3+73.5 n.s.
HOMA-IR (U) 33+2.1 4+2.8 n.s.
HOMA-B 218.3+183 257.3+177.6 n.s.

Tabella 19. Caratteristiche cliniche ed ematochimiche della coorte di bambini e adolescenti in
sovrappeso e obesi in relazione al genotipo APOA5. P-value <0.05 statisticamente

significativo.
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La mutazione Arg282Ser (rs778114184 G>T) del gene APOA5 era associata quindi ad una
riduzione dei livelli di TG (-15.5 mg/dl), colesterolo totale (-18.1 mg/dl) e colesterolo LDL (-14.8

mg/dl) nei bambini e adolescenti in sovrappeso/obesi. (Figura 2A, B e C)

p=0.001 i p=0.005 p=0.016 p=0.017

MEAN TG (mg/dl)
MEAN TC (mg/dl) ’

" MEAN LPL-C(mg/dI)
ME/’de apoA-V(nhg/mI)

GT GG GT GG GT GG GT GG

Figura 2. Livelli medi di TG (A), colesterolo totale (B) e colesterolo LDL (C) stratificati secondo
il genotipo APOAG. Livelli medi di ApoA-V (D) in un sottogruppo di 24 bambini eterozigoti e 20

bambini wild-type stratificati per genotipo APOADS.

All'analisi di regressione lineare multivariata abbiamo osservato che il BMI (p<0.001), la
mutazione Arg282Ser (p<0.001), e I'HOMA-IR (p<0.001) erano associati significativamente e

indipendentemente ai livelli di trigliceridi. (Tabella 20)
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Coefficiente di

Variabile indipendente regressione t-value P- value
standard
Eta 0.029 0.628 0.530
BMI 0.153 3.761 <0.001
Sesso 0.015 0.458 0.647
Stadio di Tanner -0.017 -0.379 0.705
Arg282Ser SNP -0.134 -4.229 <0.001
HOMA-IR 0.192 5.513 <0.001

Tabella 20. Analisi di regressione lineare multivariata

Con la stessa analisi abbiamo osservato anche un'associazione indipendente tra la mutazione

Arg282Ser e il colesterolo totale (p=0.006) e LDL (p=0.022).

Inoltre, sono stati valutati i livelli sierici di ApoA-V nei 24 bambini risultati portatori della
variante e in un gruppo di bambini risultati non portatori matchati per eta, sesso e BMI;
abbiamo osservato che i livelli di ApoA-V erano significativamente minori nei soggetti
eterozigoti rispetto ai non portatori (3.07 * 0.78 vs 3.83 + 1.22 ng/ml, p=0.017) (Figura 2D)

mostrando una relazione diretta tra i livelli di TG e di ApoA-V.

DISCUSSIONE

| nostri dati hanno mostrato che la variante Arg282Ser (rs778114184 G>T) nel gene APOAS ¢é
associata a una riduzione dei livelli di trigliceridi, di colesterolo totale e LDL in bambini e

adolescenti in sovrappeso/obesi, mostrando che questa associazione & gia presente in giovane
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eta prima che i fattori ambientali possano interagire. Questi risultati sono stati confermati
dall'analisi di regressione lineare multivariata, dove e stata osservata un'associazione
indipendente della variante del gene APOAS. Inoltre, abbiamo osservato una riduzione
significativa dei livelli di ApoA-V nei bambini portatori della variante, sottolineando una
relazione diretta tra i livelli di ApoA-V e di trigliceridi.

L'idea che i livelli di ApoA-V e di trigliceridi sono positivamente correlati &€ supportata da diversi
studi: Dallinga-Thie et al. (Dallinga-Thie GM 2006) in pazienti con DT2, Vaessen et al. (Vaessen
SF 2006) in oltre 3000 soggetti e Henneman et al. (Henneman P 2007) in pazienti con
ipertrigliceridemia severa. Inoltre, la relazione diretta tra ApoA-V e TG osservata in questo
studio e in accordo anche con studi precedenti di Schaap et al. (Schaap FG 2006) in pazienti con
elevati livelli di TG e di Talmud et al. (Talmud PJ 2006) in pazienti con DT2.

La ragione della correlazione positiva nell'uomo e negativa nei topi non e chiara. Lo studio
condotto da Schaap et al. (Schaap FG 2006) per esempio, suppone una complessa interazione
tra ApoA-V e ApoC-lll, che potrebbe influenzare I'attivita della lipoprotein lipasi e infine i livelli
di TG (Schaap FG 2006).

Sono necessari ulteriori studi per chiarire il ruolo di ApoA-V sul metabolismo dei trigliceridi
nell'uvomo.

Riguardo |'associazione tra APOAS e il colesterolo totale e LDL, le nostre osservazioni sono in
accordo con studi precedenti che hanno riportato la stessa associazione in studi di GWAS

(Johansen CT 2011), anche se il meccanismo alla base non & ancora chiaro.

In conclusione, i nostri dati mostrano che la variante Arg282Ser (rs778114184 G>T) nel gene
APOA?S é associata a una riduzione dei livelli di trigliceridi, di colesterolo totale e LDL in bambini
e adolescenti in sovrappeso/obesi, un effetto quindi presente fin dalla giovane eta.

Inoltre, abbiamo osservato una riduzione significativa dei livelli di ApoA-V nei bambini
eterozigoti con ridotti livelli di trigliceridi, sottolineando la relazione diretta tra i livelli di ApoA-V
e i TG, come precedentemente mostrato in studi di popolazione. ApoA-V potrebbe quindi

rappresentare un importante bersaglio terapeutico.
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Questo lavoro e stato accettato per pubblicazione: The Arg282Ser missense mutation in

APOAS gene determines a reduction of triglyceride and LDL-cholesterol in children, together
with low serum levels of apolipoprotein A-V".

Lipids in Health and Disease in press 2017
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b. Resequencing del gene APLN e successiva genotipizzazione di 2 SNPs

(rs181301686 e rs2281069 del gene APLN)

INTRODUZIONE

Apelina, sintetizzata come pre-apelina e poi ridotta ad un frammento piu piccolo e attivo, & un
peptide prodotto e secreto dal tessuto adiposo (Boucher J 2005). L'apelina, che é
un’adipochina, gioca un ruolo fondamentale nella regolazione di molte funzioni, tra cui il
bilancio energetico corporeo, il metabolismo glucidico, il bilancio idrico e I'autoimmunita (Deng
Y 2010). In uno studio precedente, abbiamo determinato i livelli circolanti di apelina in
un'ampia coorte di soggetti italiani con DT2 (n=119) e in soggetti di controllo non diabetici
(n=137) e abbiamo dimostrato che i soggetti con DT2 avevano livelli di apelina
significativamente piu alti rispetto ai controlli e che la concentrazione di apelina era
direttamente associata alla glicemia a digiuno, al BMI, al Disposition Index, all'eta e alla diagnosi
di DT2 (Cavallo MG 2012).

Anche Habchi et al. hanno osservato livelli aumentati di apelina nei pazienti con DT2 (Habchi M
2014). Inoltre, apelina era strettamente associata alle caratteristiche della sindrome metabolica
come alti livelli di trigliceridi e basso colesterolo LDL (Altinkaya SO 2014). Infine, e stato
dimostrato che alti livelli di apelina potrebbero essere un nuovo marker per la predizione del
DT2 negli individui di sesso maschile (Ma WY 2014).

Il gene APLN si trova sul cromosoma X, € formato da 2 esoni codificanti ed € espresso in
numerosi tessuti periferici (Kleinz MJ 2005; Carpéné C 2007). Il gene codifica per la pre-
proapelina che viene poi clivata per formare il peptide attivo (Tatemoto K 1998).

Per scoprire le varianti causali, una strategia € quella di condurre studi genetici che confrontano
gli estremi di tratti quantitativi. La selezione dei campioni dagli estremi di un fenotipo dovrebbe
arricchire il peso degli alleli che influenzano un tratto, migliorando cosi il potere statistico per
scoprire le varianti di rischio e per individuare la loro associazione al tratto (Guey LT 2011;

Romeo S 2007; Cohen JC 2004).

Scopo dello studio e stato identificare varianti nel gene APLN che contribuiscono a determinare

i livelli plasmatici di apelina. Abbiamo ipotizzato che i polimorfimi che alterano o aumentano la
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sintesi di apelina dovrebbero essere significativamente piu frequenti tra gli individui con bassi
livelli di apelina rispetto a quelli con livelli piu alti. Visti gli effetti dei livelli di apelina sui
parametri metabolici (Cavallo, 2012), il nostro secondo scopo era di analizzare la possibile

associazione tra il diabete e i tratti legati al diabete e le varianti del gene APLN.

MATERIALI E METODI

Abbiamo selezionato un totale di 100 soggetti, 50 per ogni estremo dei piu alti e piu bassi livelli
sierici di apelina. Ipotesi dello studio era che i polimorfismi che alterano o incrementano la
sintesi di apelina dovrebbero essere significativamente piu frequenti tra gli individui con piu

bassi livelli di apelina rispetto a quelli con livelli piu alti.

Popolazione |
256 soggetti, di cui 119 affetti da DT2, con livelli circolanti di apelina noti sono stati utilizzati per
lo screening delle varianti del gene APLN. Tutti i soggetti sono stati sottoposti a valutazione

clinica, raccolta dei dati antropometrici e di laboratorio.

Popolazione Il

917 soggetti obesi (BMI 230 Kg/mz), di cui 250 con T2D sono stati reclutati presso gli ambulatori
della Sapienza Universita di Roma.

Sono stati raccolti i parametri clinici e di laboratorio e sono stati calcolati gli indici HOMA-IR
(Modello di valutazione omeostatico di insulino resistenza) e HOMA-B (Modello di valutazione
omeostatico della funzione beta-cellulare) come precedentemente mostrato da Matthews et

al. (Matthews DR 1985).

Sequenziamento del gene

Sono stati selezionati un totale di 100 soggetti, 50 per ogni estremo di alti e bassi livelli di
apelina.

Per identificare varianti comuni del gene APLN attraverso il re-sequenziamento sono stati

disegnati i primers per i due esoni codificanti (APLN ENSG00000171388).
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Genetica
Abbiamo selezionato i due polimorfismi rs181301686 e rs2281069 che presentavano una
frequenza dell’allele minore (MAF) > 0.2 e sono stati genotipizzati nella popolazione Il. Sono

stati utilizzati gli enzimi di restrinzione BstNI per rs181301686 e Stul per rs2281069.

Statistica

Tutte le analisi statistiche sono state condotte attraverso I'impiego del software statistico SPSS
versione 20.

Le variabili con distribuzione non normale sono state trasformate logaritmicamente prima
dell’analisi.

Le variabili categoriche sono state comparate mediante test x2.

Le variabili normalmente distribuite sono state valutate mediante test di Student.

RISULTATI

Abbiamo disegnato uno studio di associazione genetica a 2 fasi.

Fase 1: screening iniziale di 100 individui selezionati e stratificati secondo i livelli alti e bassi di
apelina e divisi in 2 gruppi uguali per identificare varianti comuni del gene APLN, seguito da
un'analisi di distribuzione delle varianti tra i 2 gruppi.

Fase 2: genotipizzazione di un polimorfismo con MAF > 0.2 in 917 soggetti obesi per cercare

un’associazione con il diabete o i tratti legati al diabete.

Step 1: screening di varianti del gene APLN

Abbiamo eseguito un re-sequenziamento dei due esoni del gene APLN, comprese le regioni 5’-
UTR e 3’-UTR in 50 soggetti con piu alti livelli sierici di apelina (>1.38 ng/ml, corrispondente al
75 centile) e in 50 soggetti con pil bassi livelli (<0.51 ng/ml, corrispondente al 25 centile).
Abbiamo identificato cinque polimorfismi, nessuno in regioni codificanti: rs181301686 T>C nella
regione 5'-UTR 313bp a monte del codone ATG, rs2281069 T>C nella regione 5'-UTR 106bp a
monte del codone ATG, un nuovo polimorfismo C>T situato all'inizio del primo introne (IVS1 +
20C), e due varianti di sequenza, rs909656 C>A e rs5977126 C>T, nella regione 3'-UTR. |
polimorfismi rs181301686 e rs2281069 erano presenti sia nel gruppo con bassi livelli di apelina
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sia nel gruppo con alti livelli: il polimorfismo rs181301686 é stato ritrovato in 5/100 soggetti e il

polimorfismo rs2281069 in 4/100. Gli altri tre polimorfismi identificati erano rari.

Step 2: genotipizzazione delle varianti rs181301686 e rs2281069

Abbiamo quindi selezionato i due polimorfismi rs181301686 e rs2281069 che presentavano una
MAF > 0.2 e sono stati genotipizzati nella coorte dei 256 soggetti della popolazione | allo scopo
di testare un’associazione con i livelli di apelina.

Non abbiamo osservato nessuna differenza nei livelli sierici di apelina tra i soggetti wild-type e i
portatori del polimorfismo per entrambi gli SNPs: 1.01 + 0.47 vs 1.03 = 0.91 ng/ml
rispettivamente, p=0.232 per il polimorfismo rs181301686 e 0.79 + 0.29 vs 1.04 + 0.93 ng/ml
rispettivamente, p=0.688 per il polimorfismo rs2281069.

| due polimorfismi rs181301686 e rs2281069 sono risultati in forte linkage disequilibrium (D’ =
0.976) e lo SNP rs181301686 e stato selezionato per essere genotipizzato nell'intera
popolazione Il.

In questa popolazione la frequenza dell'allele C del polimorfismo rs181301686 era del 41%,
simile alla frequenza riportata in HAPMAP-TSI (Toscani in Italia).

Le caratteristiche cliniche dei soggetti studiati, stratificati secondo il genotipo, sono mostrate in
Tabella 21. Visto che i soggetti omozigoti CC erano molto pochi (14 nella nostra popolazione), i
soggetti portatori del genotipo TC e CC sono stati valutati insieme rispetto ai soggetti omozigoti
TT, secondo il modello dominante.

Non abbiamo osservato nessuna differenza tra i genotipi riguardo eta, peso, BMI, circonferenza
vita e pressione arteriosa. Non vi erano inoltre differenze significative tra i due gruppi nei
parametri dell'assetto lipidico, nelle transaminasi, nella glicemia a digiuno e negli indici HOMA-

IR and HOMA-B. (Tabella 21)
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GENOTIPI P value
T TC+CC
n. =855 n.=62

Sesso (M/F) 595/260 50/12 n.s.
Eta (anni) 45.1+13.6 453+ 14 n.s.
Peso (Kg) 77.2+17.3 78.6+21 n.s.
BMI (Kg/m?) 39.2+9.6 38.8+9.3 n.s.
CV (cm) 116.9 £19.5 112.5+21.2 n.s.
PAS (mm/Hg) 126.4 + 15.1 127.5+ 14 n.s.
PAD (mm/Hg) 80.7 £+ 11 81.2+9.6 n.s.
Col tot (mg/dl) 199.3+43.3 207.2+42.5 n.s.
TG (mg/dl) 136.6+ 92 132.1+70.1 n.s.
HDL (mg/dl) 49.2+134 52.1+16.2 n.s.
LDL (mg/dl) 126 +35.9 132.1+39 n.s.
AST (U/L) 224+11.7 23.8+12.7 n.s.
ALT (U/L) 29.5+20.1 31.2+24.7 n.s.
Glicemia (mg/dl) 103.6 + 36.2 103.4 + 33.7 n.s.
Insulinemia (uU1/ml) 31.5+25.2 27.4+£21.3 n.s.
HOMA-IR (U) 8.1+7.4 7.1+74 n.s.
HOMA-B 393.3+347.7 323+274.3 n.s.

Tabella 21. Caratteristiche cliniche della popolazione Il stratificata secondo il genotipo APLN.

P-value<0.05 statisticamente significativo.

Dato che il gene APLN si trova sul cromosoma X, abbiamo analizzato la variante anche negli
uomini e nelle donne separatamente. Non abbiamo riscontrato nessuna differenza nei

parametri clinici e metabolici tra i genotipi nei 2 gruppi divisi per sesso.
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Abbiamo infine analizzato la distribuzione genotipica e allelica nei soggetti NGT (n= 667) e con
DT2 (n=250). La frequenza dell'allele C era simile tra i 2 gruppi (27.4% vs. 27%, p=0.942

rispettivamente).

DISCUSSIONE

In questo studio abbiamo testato l'ipotesi che i polimorfismi del gene dell'apelina potessero
essere significativamente piu comuni tra gli individui selezionati ai due estremi in base ai livelli
circolanti di apelina. Abbiamo eseguito un re-sequenziamento del gene APLN in 50 soggetti con
piu alti livelli di apelina e 50 soggetti con livelli piu bassi. Abbiamo identificato cinque
polimorfismi e le 2 varianti piu frequenti, entrambe con MAF > 0.2, non erano associate ai livelli
circolanti di apelina.

Precedetemente, Li e collaboratori avevano eseguito un re-sequenziamento del gene in 1015
Cinesi, e avevano identificato 8 sostituzioni nucleotidiche, nessuna situata in regioni codificanti
(Li WW 2009). Studi precedenti sui polimorfismi del gene APLN (non in regioni codificanti)
erano stati condotti principalmente in popolazioni cinesi, € avevano mostrato associazioni con
I'ipertensione (Li WW 2009; Zhang R 2012), con la glicemia a digiuno (Zhang R 2009), con il BMI
(Liao YC 2011) e con la malattia coronarica (Jin W 2012).

Invece nella nostra popolazione non & stata trovata nessuna associazione tra gli SNPs del gene
APLN e le caratteristiche metaboliche, incluso il diabete. Tale discordanza puo essere spiegata

dalla differente etnia delle popolazioni studiate.

In conclusione, abbiamo eseguito un re-sequenziamento del gene APLN in 100 soggetti
stratificati per livelli di apelina, e abbiamo evidenziato 5 polimorfismi del gene in una
popolazione europea, tutti a bassa frequenza. Non abbiamo riscontrato nessuna associazione
tra le varianti piu frequenti, il diabete gli altri tratti metabolici compresi i livelli di apelina,
mostrando che nei soggetti europei il gene dell'apelina € altamente conservato e non & un

determinante delle alterazioni metaboliche.
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Questo lavoro e stato pubblicato: Search for Genetic Variant in the Apelin Gene by

Resequencing and Association Study in European Subjects.

Genet Test Mol Biomarkers. 2016 Feb;20(2):98-102.
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3) STUDI AGGIUNTIVI

Come discusso nella sezione “Scopi dello Studio”, durante questo Dottorato di Ricerca ho

collaborato e partecipato ad alcuni studi il cui obiettivo & stato valutare altri fattori di rischio

per il DT2 e le sue complicanze, come I'inflammazione del tessuto adiposo, la presenza di grasso

a livello epatico e pancreatico, e il ruolo della vitamina D nelle patologie dismetaboliche.

Di seguito una breve presentazione degli studi:

i) Effetti della supplementazione orale con alte dosi di vitamina D in pazienti diabetici con

NAFLD: studio monocentrico, randomizzato, in doppio cieco contro placebo

La Steatosi epatica non alcolica (NAFLD) & la causa pit comune di epatopatia nel mondo e
rappresenta un fattore di rischio indipendente per mortalita cardiovascolare; nei pazienti
diabetici, si associa ad aumentata incidenza di complicanze micro e macrovascolari.
Attualmente, non esistono terapie validate per la NAFLD.

E’ noto che la presenza di ipovitaminosi D si associa ad una maggiore prevalenza/severita della
NAFLD, verosimilmente come conseguenza dell’azione anti-infiammatoria, antifibrotica e
insulino sensibilizzante della vitamina D sul fegato, tuttavia |'effetto della vitamina D sulla
NAFLD non & mai stato testato in uno studio controllato randomizzato (RCT).

Scopo dello studio e stato valutare |'efficacia e la sicurezza della supplementazione orale con
vitamina D per 24 settimane nel ridurre il contenuto epatico di grasso (HFF) in pazienti con DT2
e NAFLD.

Questo studio randomizzato, in doppio cieco contro placebo, & stato condotto presso gli
ambulatori di Diabetologia della Sapienza Universita di Roma e ha previsto I'impiego di
colecalciferolo 2000Ul/die o placebo (1:1) per 24 settimane.

Endpoint primario: riduzione del HFF valutato con RMN; riduzione di transaminasi e Fatty Liver

Index (FLI).
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Endpoint secondari: miglioramento del profilo metabolico (glicemia a digiuno, HbAlc, assetto
lipidico, HOMA-IR, HOMA-B, ADIPO-IR, distribuzione del grasso corporeo) e dei parametri
cardiovascolari (ABI, FMD, IMT).

E’ stato osservato che la HFF e gli altri indici epatici (AST, ALT, y-GT, AST/ALT e FLI) non
differivano significativamente tra i due gruppi dal baseline alla 24° settimana di trattamento.
Non e stata identificata nessuna differenza statisticamente significativa negli indici di controllo
metabolico (glicemia a digiuno, HbA1C, assetto lipidico), insulino-resistenza (HOMA-IR, HOMA-
B, QUICKI, FBI, FFAs), distribuzione di grasso corporeo (SAT, VAT, VAT/SAT area), PCR e
parametri cardiovascolari (IMT, ABI e FMD) tra i due bracci di trattamento, dal baseline al
termine dello studio.

In conclusione, la supplementazione orale con vitamina D per 24 settimane non riduce la HFF e

non migliora il profilo cardiometabolico nei pazienti con DT2.

Questo lavoro & stato pubblicato: No effects of oral vitamin D supplementation on non

alcoholic fatty liver disease in patients with type 2 diabetes: a randomized, double-blind,
placebo-controlled trial.

BMC Med. 2016 Jun 29;14:92.
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ii) Eterogeneita fenotipica associata alla disfunzione del tessuto adiposo in pazienti con

diabete di tipo 2

L'inflammazione del tessuto adiposo (AT) conduce ad un aumento dei livelli di acidi grassi liberi
e alla deposizione di grasso ectopico, ma € ancora da chiarire se la disfunzione del tessuto
adiposo conduce ad un accumulo selettivo di grasso in siti specifici. Lo scopo del nostro studio &
stato indagare 'associazione tra disfunzione del tessuto adiposo e localizzazione di grasso in
sede sottocutanea (SAT), viscerale (VAT), intraepatica e intrapancreatica e valutare il ruolo della
frazione di grasso intraepatico (HFF) e intrapancreatico (PFF) nell’identificare differenti profili di
rischio nei pazienti con diabete di tipo 2 (DT2).

Sono stati reclutati 65 pazienti consecutivi affetti da DT2 presso gli ambulatori di diabetologia
dell’Universita La Sapienza di Roma. La popolazione & stata sottoposta a valutazione clinica,
esami ematici di routine, calcolo degli indici di insulino-secrezione (HOMA-B), insulino-
resistenza (HOMA-IR) e insulino- resistenza del tessuto adiposo (ADIPO-IR). Con la Risonanza
magnetica sono stati determinati SAT, VAT, HFF e PFF.

Abbiamo osservato che circa il 55.4% dei pazienti diabetici era affetto da steatosi epatica non
alcolica (NAFLD); questi erano significativamente pill giovani e piu insulino-resistenti rispetto ai
soggetti non steatosici.

Elevati valori di ADIPO-IR correlavano con la presenza di obesita, dislipidemia aterogenica,
aumento delle transaminasi, PCR, VAT e HOMA-IR.

L’ADIPO-IR e risultato essere il principale determinante di elevata HFF indipendentemente da
sesso, eta, HOMA-IR, VAT e SAT ed era in grado di predire la presenza di NAFLD severa con
AUROC=0.796 per valori di ADIPO-IR = 6.9 mmol/L-pU/mL.

L’aumento del PFF correleva con I'eta e una maggiore adiposita totale (BMI, r= 0.31, p= 0.012;
CV, r=0.30, p= 0.016; area VAT, r=0.29, p=0.02; area SAT, r= 0.37, p=0.002).

PFF non associava con la disfunzione del TA, il grado di insulino-resistenza, il controllo
glicemico, la secrezione insulinica e la diagnosi di NAFLD.

In conclusione, l'indice ADIPO-IR € risultato in grado di predire la presenza di NAFLD
indipendentemente dai classici fattori di rischio e possibili confondenti, mentre non sembra
essere associato con il deposito di grasso nel pancreas. Il grado di disfunzione del TA identifica

una distribuzione eterogenea di grasso ectopico associata ad un diverso profilo metabolico, e
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potrebbe contribuire ad identificare profili di rischio differenti nell’lambito dei pazienti con

diabete.

Questo lavoro e stato pubblicato: Phenotypical heterogeneity linked to adipose tissue

dysfunction in patients with Type 2 diabetes.
Clin Sci (Lond). 2016 Oct 1;130(19):1753-62.
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iii) Livelli aumentati di interleuchina 8 sono associati a segni di disfunzione del tessuto

adiposo e a un peggiore profilo di rischio in pazienti con diabete di tipo 2.

L'interleuchina 8 (IL-8) € una chemochina coinvolta nell'immunita sistemica, nell’infiltrazione
dei macrofagi e nell’attivazione del tessuto adiposo, e potrebbe avere un ruolo nella patogenesi
dei diabete di tipo 2 (DT2) e nell’aterosclerosi.

Scopo di questo studio & stato valutare i livelli circolanti di IL-8 in pazienti adulti con DT2
rispetto a soggetti non diabetici e indagare le caratteristiche cliniche e biochimiche dei
determinanti della concentrazione di IL-8.

Per questo studio sono stati arruolati 79 pazienti consecutivi affetti da DT2 e 37 soggetti
comparabili per eta, sesso e BMI come controlli. Sono stati raccolti i parametri clinici e
I'anamnesi; sono stati effettuati prelievi di sangue per le analisi di routine e per il dosaggio dei
livelli sierici di IL-8, IL-6, TNF-a, CRP, adiponectina e vitamina D (25(OH)D).

| pazienti diabetici mostravano livelli significativamente elevati di IL-8 rispetto ai soggetti non
diabetici (69.27+112.83 vs 16.03%24.27 pg/ml, p<0.001). Nei pazienti diabetici, i livelli
aumentati di IL-8 correlavano con livelli piu alti di IL-6 (p<0.001), TNF-a (p=0.02), glicemia a
digiuno (p=0.035), HbAlc (p=0.04) e colesterolo LDL (p=0.04) e con livelli piu bassi di
adiponectina (p=0.02) e 25(0OH)D (p=0.003).

| livelli circolanti di IL-8 sono fortemente aumentati nei pazienti con DT2 e identificano i soggetti
con marcata inflammazione del tessuto adiposo, peggior profilo glicometabolico e lipidico e con
livelli piu bassi di vitamina D. Sono auspicabili altri studi per valutare un possibile ruolo dell’IL-8

come nuovo marcatore di stratificazione del rischio nei pazienti con DT2.

Questo lavoro & stato pubblicato: Increased Interleukin-8 is associated with signatures of

adipose tissue dysfunction and worse risk profile in subjects with type 2 diabetes”.

Acta Diabetol. 2017 Aug 23.
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