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La diabetis mellitus (DM) és un grup de malalties metaboliques caracteritzades per
hiperglucemia deguda a defectes en la secrecid d’insulina, I’acci6 de la insulina o
ambdues. La majoria dels casos de diabetis pertanyen a dues categories etiopatogeniques.
La DM tipus 1 és deguda a un deficit d’insulina a causa d’una perdua de massa cel-lular 3
per un procés autoimmunologic sobre I’illot pancreatic. L’altra categoria, la DM tipus 2,
molt més prevalent, és fruit de la combinacié d’una resisténcia a la insulina i d’una
inadequada resposta compensatoria de secrecié d’insulina pel pancrees.

La diabetis mellitus tipus 2 (DM2) representa entre el 70 i el 85% del total de
diabetis en la majoria dels paisos amb un 6% de prevalenga en el mon occidental. Apareix
més freqiientment en adults (> 30 anys) i la incidéncia augmenta amb I’edat. Es una de les
malalties no declarades més importants per la seva altissima prevalenca i pels importants
costos socials que representen les seves substancials morbiditat i mortalitat, freqliientment
per complicacions associades, tant de tipus agut (coma hiperglucémic i hiperosmolar,
hipoglucémies) com croniques.

Les complicacions croniques es presenten en forma de microangiopatia (sobretot
als sistemes renal i ocular i als nervis periferics) i de macroangiopatia. Aquesta darrera es
caracteritzada pel desenvolupament accelerat d’aterosclerosi sobretot a vasos coronaris
d’extremitats inferiors i cerebrals. Els principals factors involucrats sén la dislipémia, la
hiperinsulinemia i la hiperglucémia. Aquestes darreres complicacions son les més
freqiients i les que s’associen a un increment d’incidéncia de malaltia coronaria, malaltia
vascular periférica i malaltia cerebrovascular. La lesio macrovascular és la que s’associa a
major morbimortalitat total.

Tipicament la DM2 roman lliure de simptomes durant un temps, fins i tot anys,
amb una progressiva i subtil aparicio de la simptomatologia. El diagnostic moltes vegades
esdevé principalment per una troballa accidental, per la presentacié de polidipsia o
poliuria, per infeccions recurrents o per complicacions propies de la DM2. Aixo fa que, en
una gran proporcio, aquests pacients restin per diagnosticar. D’altra banda, els darrers
estudis mostren un clar increment de pacients amb DM2. Es probable que la proporcié de
pacients no diagnosticats disminueixi en un futur, quan s’identifiquin processos patogénics
i defectes genétics especifics que permetin una millor comprensio de la malaltia i una

deteccio mes precog.
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1.1. PATOGENIA DE LA DIABETIS MELLITUS TIPUS 2

1.1.1. SECRECIO D’INSULINA | RESISTENCIA A LA INSULINA A LA DM2

1.1.1.1. Secreci6 d’insulina a la DM2

Sobre la base d’una gran quantitat d’estudis, sembla clar que el desenvolupament
de la diabetis mellitus tipus 2 es déna quan la resisténcia a I’accio de la insulina en els
teixits no pot ser compensada per la secrecidé d’insulina per la cél-lula B pancreatica
(Ferrannini E, 1998). Aixi, els individus amb només resisténcia a la insulina poden
romandre tolerants a la glucosa o amb tolerancia disminuida durant anys sense arribar a
desenvolupar DM2.

No obstant aix0, hi ha dades que demostren una disminucié de la massa cel-lular 3
pancreatica amb la consegient disminucié de la capacitat de secrecié d’insulina en els
pacients amb DM2. Aquesta disminucio de massa cel-lular ha estat en part relacionada amb
diposits de substancia amiloide, concretament d’un peptid secretat per la mateixa cel-lula
B, I’'amilina (Zawalich WS, 1995). A part de la disminucié de la massa cel-lular total, també
s’han observat alteracions en el ritme de secrecio de la insulina, aixi com increments en la
proporcio6 de proinsulina en relacié amb la insulina (O’Rahilly S, 1988) i (Kahn SE, 1995).

Finalment, altres dades que confirmen la hipotesi de I’existencia d’un defecte
secretor de la cél-lula B pancreatica per desenvolupar una diabetis davant una resisténcia a
la insulina ens les aporten els classics treballs amb dexametasona, en que la resisténcia a la
insulina induida per aquest farmac és compensada en individus sans, pero no en pacients
amb DM2 (LaCava EC, 1985).

La manca d’adaptacié de la cel-lula beta pot contribuir a la hiperglucemia i
s’observa freqiientment amb I’augment de I’edat, la inactivitat fisica i amb I’excés de pes.
S’ha suggerit tambeé I’existencia d’una predisposicio genética ja existent en els individus

prediabétics.
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1.1.1.2. Resisténcia a la insulina a la DM2.

La resisténcia a la insulina (R1) es defineix com la inhibicio de I’accié de la insulina
sobre el transport de glucosa des de I’espai extracel-lular (sang o fluid intersticial) a les
cél-lules dels teixits insulino sensibles, principalment el fetge, el muscle esqueletic i el
teixit adipos.

El factor fonamental que s’observa en les fases inicials de la DM2 és una
hiperglucémia postprandrial que depén basicament de la resisténcia muscular a I’acci6 de
la insulina. Més tard els pacients desenvolupen una progressiva hiperglucémia en deja, la
qual podria ser, en part, explicada per un augment de produccié glucosa hepatica deguda a
la resisténcia a la insulina en el fetge.

Les causes de resisténcia a la insulina poden classificar-se en hereditaries o

adquirides.

a) Causes hereditaries per al desenvolupament de la RI .

S’han descrit diverses mutacions en gens relacionades amb I’acci6 de la insulina.
Aquestes variacions genetiques puntuals expliquen només una fraccid petita (un 5%) de
totes les possibles causes de resisténcia a la insulina, i, per tant, probablement resten per
identificar la majoria dels gens implicats en la predisposicio d’aquest desordre.

No hi ha dubte, pero, que en el desenvolupamentt de la DM2 existeix una forta
predisposicié genética. D’una banda, diversos estudis demostren una incidéncia de la
malaltia variable entre els grups etnics de poblacions humanes. D’una altra banda una
evidencia clara de la importancia del factor genétic prové dels estudis amb bessons
homozigots, que mostren una concordanga per la DM2 del 90% (Barnett A, 1981). Ara bé,
el tipus d’herencia continua sense ser coneguda.

El fet que la DM2 és tipicament una malaltia d’edat avancada fa pensar que a part
del factor genétic que predisposa a la RI, és possible que intervinguin factors ambientals o
adquirits per al desenvolupamentt final del fenotip. Tot seguit descriurem breument alguns

d’aquests factors.
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b) Causes adquirides per al desenvolupament de la DM2.

Les condicions adquirides més associades a resistencia a la insulina 0 més
comunament associades a desenvolupament de DM2 sén I’edat, la gestacio, la inactivitat

fisica i I’obesitat.

L’edat: és ampliament conegut que la Rl augmenta amb I’edat (DeFronzo RA,
1979), segurament per diferents causes, pero la més evident és per la seva
associacio amb canvis en la composicio corporal. L’edat comporta una perdua de
massa muscular i un augment de massa grassa (Borkan GA, 1983), aquesta darrera

associada a RI.

La gestacid: durant el tercer trimestre de gestacio, es desenvolupa una
resistencia a la insulina. Moltes gestants, pero, romanen tolerants a la glucosa per
compensacié amb una sobresecrecid d’insulina. Altres, que no poden compensar
aquesta RI acaben desenvolupant una diabetis gestacional que després del part pot
manifestar-se com una veritable DM2 (Kjos SL, 1995). Les raons del

desenvolupament de la diabetis gestacional no son del tot conegudes.

L’activitat fisica: I’augment de I’activitat fisica va acompanyada generalment

de millores en la sensibilitat periferica a la insulina per un mecanisme no del tot
compres. Alguns autors atribueixen aquest fet a un augment del transportador de

glucosa-4 en el muscul esquelétic (Houmard JA, 1991).

L’obesitat: la DM2 s’associa fortament amb |’obesitat. Aproximadament un
80% dels pacients amb DM2 son obesos. El fet que la Rl augmenti amb el guany de
pes i disminueixi amb la perdua de pes (Sims EAH, 1973) fa pensar que
I’acumulacié de massa grassa pot ser una causa de RI. De fet, molts investigadors
suggereixen que la RI en la majoria dels pacients amb DM2 és el resultat d’un

increment de I’adipositat visceral (obesitat central) (Lemiuez S, 1996). Aquesta
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adipositat, a diferéencia de la subcutania o de I’obesitat total, es correlaciona de
forma independent amb la RI (Kissebah AH 1994).

En els darrers anys, a redds d’importants estudis en fisiopatologia de I’obesitat, s’ha
descobert el paper actiu del teixit adipds quant a la secrecid de substancies que prenen part
activa en I’homeostasi de la glucosa. Entre aquestes substancies destaquen: els acids
grassos lliures, la leptina, I’adiponectina, la resistina i les citocines, com el factor de
necrosi tumoral alfa (TNFa) i la interleucina 6 (IL-6). Aquestes molecules han demostrat
un paper regulador de I’acci6 de la insulina en els teixits diana i sobre la secrecio
d’insulina en el pancrees. S’ha suposat que una expansio del teixit adipos, especialment de
la regié abdominal, pot donar lloc a un augment d’alliberacié d’aquests productes, que
mitjancant una accio endocrina induirien a Rl en altres teixits (mascul esquelétic i fetge) i,
fins i tot, alteracions de la secrecid de la cel-lula pancreatica (Hotamisligil GS, 1994 i
Boden G, 1997).

1.1.2. HIPOTESI SOBRE EL FENOTIP | EL GENOTIP ESTALVIADOR
(THRIFTY PHENOTYPE AND GENOTYPE)

El concepte del genotip estalviador ajuda a aportar una explicacié sobre el
desenvolupament de la DM2 i la prevalenca actual des d’un punt de vista evolutiu. El
primer en definir aquest concepte va ser Neel (Neel JV, 1962). L’ autor proposa que en
epoques de fam, periodes als quals I’home primitiu estava sovint exposat, el “genotip
diabetic” (format per combinacio de gens diferents) permetria de forma meés eficient la
utilitzacié dels recursos nutritius per I’organisme, i facilitaria I’emmagatzematge de
calories en forma de greix.

Els gens estalviadors que formen aquest genotip, haurien tingut un efecte selectiu
en I’evolucio, ja que els individus que el tinguessin, en periodes de mancanca, presentarien
un index de supervivencia més elevat i haurien tendit a augmentar el seu nombre de
descendents respecte d’aquells que no el tinguessin. Avui en dia, en canvi, amb una
continua abundancia de calories, aquests gens tendirien a predisposar a I’obesitat i la

diabetis. La forta associacio entre aquestes dues patologies dona suport a aquesta hipotesi.
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Els estudis a favor del genotip estalviador es donen en rosegadors, en els quals es
demostra que els animals amb diabetis i obesitat presenten una capacitat per sobreviure a la
manca d’aliments millor que els controls sans (Coleman DL, 1979).

D’altra banda, estudis recents han demostrat una relacié entre certs marcadors
d’activitat inflamatoria com el TNF-alfa, la IL-6, la proteina C reactiva i la Rl (PicKup JC,
1997). S’ha suposat que aquesta relacio té el seu origen en una adaptacio filogenetica dels
nostres avantpassats davant les agressions a les quals sovint estaven exposats. En aquestes
condicions, I’activitat inflamatoria preponderant devia suposar una clara adaptacio, al

contrari que en I’actualitat (Fernandez-Real JM, 1999).
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1.2. MECANISMES CEL-LULARS DE RESISTENCIA A LA
INSULINA

Els mecanismes que es descriuran intenten explicar a nivell molecular els estats de
resisténcia a la insulina, especialment a I’obesitat i a la diabetis tipus 2. Durant décades, la
investigacid sobre la resistencia a la insulina s’ha centrat en identificar en els teixits diana
les molecules que intervenen en la transduccié del senyal d’aquesta hormona. Abans de
descriure les molécules que s’hi han vist implicades, per situar-les a nivell cel-lular
repassarem molt breument la transduccio del senyal de la insulina i algunes de les proteines

que hi intervenen,

1.2.1. ACCIO DE LA INSULINA A NIVELL CEL-LULAR

La insulina és una hormona amb potents efectes essencials per a I’homeostasi
normal de la glucosa i per al metabolisme lipidic i de proteines. Actua com a hormona
anticatabolica, ja que inhibeix la gluconeogenesi, la glucogenolisi, la lipolisi i la proteolisi,
i com a hormona anabolica, ja que activa sistemes de transport i enzims relacionats amb la
utilitzacio i I’emmagatzematge d’aminoacids, acids grassos i glucosa. Els teixits més
importants per la seva accid son el fetge, el muascul i el teixit adipds.

La insulina inicia I’accié en unir-se al seu receptor de membrana, expressat tant en
els teixits diana classics per la insulina com en els no classics (cél-lules de la sang, intesti,
cervell, cel-lules gonadals, etc.). El receptor és una proteina transmembrana tirosina (Tyr)-
quinasa, amb dues subunitats o i dues B que formen una estructura heterotetramera o, 3,
(Ullrich A, 1985), (Ebina Y, 1985). La unio de la insulina a zones especifiques de la
subunitat o permet un rapid canvi de conformacié en el receptor que posa en marxa
I’activitat tirosina-quinasa de la subunitat f. Aquesta activitat es tradueix en una
autofosforilacid del receptor de tres residus Tyr. Finalment, I’autofosforilacio del receptor
provoca un canvi de conformacié que permet a molécules d’adenosin trifosfat (ATP)
arribar al lloc catalitic i als substrats que puguin ser fosforilats en residus Tyr (Hubbard
SR, 1994 i Hubbard SR, 1997).
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El receptor tambeé és regulat negativament per una fosforilacié en residus Serina/Treonina
(Ser/Thr) per mitja de quinases i de la propia insulina.

Els senyals del receptor es tradueixen per cascades de proteines fosforilades
mitjancant dues vies principals: una, mitjancant la proteina quinasa “mitogen activated
protein quinasa” (MAP) que intervé en els efectes de creixement de la insulina, i I’altra,
per la fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3-K) per on es duen a terme els efectes sobre el
metabolisme.

Les proteines que hi intervenen poden ser agrupades en tres nivells. En el primer
nivell hi intervenen molécules que s’uneixen directament al receptor, com els substrats de
receptor d’insulina (IRS-1, 2, 3 i 4), i la Src i proteina homologa al col-lagen (SHC). El
segon nivell el representen intermediaris com les proteines RAF, la PI3-K i la proteina
Ser/Thr quinasa B (Akt). Les molécules que formen aquests dos nivells anteriors actuen
sobre la membrana plasmatica o en el citosol cel-lular. El tercer nivell el formen proteines
quinases com la MAP quinasa (MAPK), la proteina quinasa C (PKC), i el glicogen
sintetasa 3 (GSK-3), que son translocades al nucli. Alli actuen com a reguladores de la
transcripcid de determinats gens (Albert KGMM, 1997) (figura 1).

Figura 1. Esquema de la transmissio dels senyals del receptor de la insulina

RECEPTOR
INSULINA

PROTEINES PROTEINES NIVELL 1
SHC IRS
RAF PI3-K NIVELL 2
/ AkT\
MAPK P70 Tor Gsk3 aPKCs PDE BAD N|VELL 3
Expressiéde gens/ Sintesi Sintesi Transport Anti  Anti
Mitogenesi proteines glicogen glucosa lipolisi apoptosi
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La glucosa és transportada a I’interior de la cel-lula mitjancant cinc transportadors
de membrana amb propietats cinétiques i distribucions cel-lulars diferents (Shepherd PR,
1999). L’unic transportador que depen d’insulina és el Glut-4, expressat en mascul i teixit
adip0s (taula 1).

Taula 1. Transportadors cel-lulars de glucosa

TRANSPORTADORS DE GLUCOSA
Transportador Localitzacid Classificacio
GLUT-1 Ceél-lules vermelles, cervell | Glucosa dependent
GLUT-2 Fetge, cél-lules B Glucosa dependent
GLUT-3 Neurones Sodi dependent
GLUT-4 Muscul, teixit adipds Insulina depenent
GLUTE Intesti prim, cervell, Transportador fructosa,

muscul afinitat baixa per glucosa

Tot seguit citarem diverses molécules amb alteracions genetiques que s’han
associat a resisténcia a la insulina i descriurem alguns mecanismes moleculars que s’han

relacionat com a possibles mediadors d’aquest desordre.

1.2.2. PROTEINES AMB ALTERACIONS GENETIQUES ASSOCIADES A
RESISTENCIA A LA INSULINA

En algunes d’aquestes molécules s’han descrit mutacions en el gen corresponent que
afecten tant la funcié de la proteina com I’expressio del gen. En altres casos només s’han
descrit una expressio o funci6 anomala de la proteina sense identificar-se el defecte
genetic. Finalment, en algunes molécules s’han descrit associacions entre algun
polimorfisme genetic i la RI. En cap cas, pero, s’ha demostrat que aquestes anomalies
descrites juguin per si soles un paper dominant per al desenvolupamentt de la Rl en la
DM2 i en I’obesitat (Krook A, 1996), (Freidenberg GR, 1988).
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1.2.2.1. Receptor d’insulina

Mutacions: (Kadowaki T, 1988) s’han descrit més de cent mutacions capaces
d’afectar de formes diverses el receptor, entre les quals destaquem:
1- Disminucio en la sintesi d’una de les seves subunitats.
2 - Alteracions en el transport del receptor a la membrana.
3 - Alteracions en I’acoblament de la insulina al receptor.
4 - Degradacio accelerada del receptor.

5 - Disminucio del I’activitat tirosina-quinasa.

Expressio genética i funcio proteica: Alguns autors han observat que tant els nivells
d’expressio del gen del receptor com la seva activitat tirosina-quinasa es troben disminuits
en el teixit adipds i en el muscul esquelétic d’individus amb obesitat, i també en aquest
darrer teixit i en el fetge d’individus amb DM2 (Caro JF, 1987). La pérdua de pes dels
individus obesos millora I’expressié del gen junt amb la recuperacié de la sensibilitat a la
insulina. En la DM2, pero, la recuperacié de la sensibilitat a la insulina no és completa, fet

que suggereix I’existéncia d’un defecte postreceptor addicional (Freidenberg GR, 1988).

1.2.2.2. Substrats del receptor de la insulina (IRS)

Expressio genética: L’expressio del gen del substrat IRS-1 es troba reduida en els
adipocits d’individus amb DM2 obesos (Rondinone CM, 1997)

Associacions genetiques: Al substrat IRS-1 s’han descrit cinc mutacions, només
I’anomenada G972R s’ha descrit associada a resisténcia a la insulina tant en individus amb
DM2 com en poblacié sana (Yoshimura R, 1997).

1.2.2.3. Subunitat de la P13-K p85a

Associacions genétiques: En poblacié general, s’ha descrit una associacio geneética

entre la mutacié anomenada M3261 i la resistencia a la insulina. Els individus homozigots
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per aquesta mutacié presenten una reduccio de sensibilitat a la insulina (Hansen T, 1997).

1.2.2.4. Transportadors de glucosa

Mutacions: Per la seva expressid en els teixits diana de la insulina i la seva
regulacié per insulina, el transportador Glut-4 ha estat el més estudiat. Les mutacions en el
gen que codifica el Glut-4 en els individus amb DM2 s6n rares i presenten la mateixa

prevalenca que a la poblacié general.

Expressio genetica i funcio proteica: S’han trobat alteracions en el nombre i funcid
del transportador Glut-4 i també en la seva translocacid. Aixi, els adipocits de pacients amb
DM2 o amb obesitat mostren un descens del transportador que es correlaciona amb un
descens del seu mRNA. En canvi, en el muscul esqueléetic les concentracions son normals,
perd presenten una menor capacitat de la insulina per translocar-los a la membrana (Kahn
BB, 1992).

1.2.2.5. Laglicogen sintasa

Expressio genetica i funcid proteica: La sintesi de glucogen, producte d’aquest

enzim, esta marcadament reduida en el muscul dels individus amb DM?2.

Associacions genetiques: S’han descrit polimorfismes en el gen de la glicogen
sintasa associats a diabetis amb alta agregacio familiar a Finlandia (Kahn CR, 1994), pero
els resultats no s’han reproduit en altres poblacions (Kadowaki T, 1993).

A part d’aquestes alteracions genétiques puntuals, s’han descrit possibles
mecanismes moleculars mediadors de resistencia a la insulina mitjancant diversos factors
gue sabem que formen part en el metabolisme de la glucosa i que s’han trobat alterats tant
en I’obesitat com en la DM2. En el seguent apartat descriurem els mecanismes moleculars

d’aquests factors que han tingut més resso o els que encara son avui en dia motiu d’estudi.
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1.2.3. MECANISMES CEL:-LULARS ASSOCIATS A RESISTENCIA A LA
INSULINA

1.2.3.1. La hiperglucémia

La propia hiperglucemia disminueix la sensibilitat a la insulina, aixi com la secrecio
d’aquesta hormona, un fenomen comunament conegut com a toxicitat de la glucosa
(Rossetti L, 1995) o glucotoxicitat. Existeixen dues teories que intenten explicar com la
hiperglucemia indueix a la resisténcia a la insulina: pels productes hexosamina o per
I’activacio de la proteina quinasa C (PKC). Pel que fa a la hexosamina, es coneix que entre
el 2% i el 4% de la glucosa captada per un teixit és desviada de la via glucolitica a nivell de
la fructosa 6-P cap a la via hexosamina per formar glucosamina-6-P i altres productes
hexosamina (McClain DA, 1996). S’ha demostrat que I’exposicio del muscul esquelétic a
glucosamina redueix la translocacio del transportador de glucosa GLUT-4 (Baron AD,
1995). Quant a la segona teoria de la PKC, sembla que la seva activacio per nivells elevats
de glucosa dona lloc a la fosforilacié del receptor d’insulina en serina i es produeix una

inhibicid de la seva activitat (Kellerer M, 1995).

1.2.3.2. EIPPARy

Relacionada amb el teixit adip6s, una molécula darrerament estudiada és el receptor
activat per proliferadors de peroxisomes gamma (PPARy). Pertany a una familia de
receptors nuclears involucrats en la regulacio de gens que inclou, a més a més, el PPARa i
el PPARS. EI PPARy s’expressa poc en el muscul i en el fetge; en canvi, al teixit adipds
I’expressio es elevada i funciona com a important regulador de I’adipogénesi (Spiegelman
BM, 1998).

Els resultats d’estudis amb animals deficients del gen del PPARY i de variacions en
el gen en humans s6n consistents, amb un paper secundari d’aquesta molécula amb la
sensibilitat a la insulina. No obstant aix0, no tots coincideixen. Aixi, mentre que s’han

descrit mutacions que donen lloc a una proteina deficient en funcié que s’associen a
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millora de sensibilitat a la insulina (Ristow M, 1998), també s’han descrit mutacions en el
domini d’unié en individus amb resistencia a la insulina severa (Barroso I, 1999).

En aquest mateix sentit és conegut que les tiazolidinediones (TZDs), els nous
“sensibilitzadors d’insulina” utilitzats en pacients amb resisténcia a la insulina, son lligants
d’alta afinitat pels PPARYy. Els efectes de les TZDs mitjancant el PPARy en I’increment de
la sensibilitat a la insulina en el fetge i el mascul podrien ser directes, ja que la millora de
RI s’ha comprovat en absencia de teixit adipos (Burant CF, 1997), o bé indirectes,
mitjancant primers efectes sobre el teixit adipds transmesos als altres teixits via canvis en
els nivells de mediadors secretats pel teixit adipds com acids grassos, el factor de necrosi

tumoral alfa (TNFa) o la leptina (Spiegelman BM, 1998).

1.2.3.3. Les adipoquines

S’ha demostrat que el teixit adipds pot tenir funcions d’organ secretor i com a tal
sintetitzar una varietat de proteines que s’han anomenat adipoquines. S’ha suposat que
I’expansio d’aquest teixit als individus obesos dona lloc a la secrecid defectuosa
d’adipoquines, que son alliberades al torrent sanguini i podrien oferir resisténcia a la
insulina en altres teixits (muascul i fetge, sobretot) o bé podrien actuar de forma paracrina
entre el mateix teixit o els més proxims a ell. Breument detallarem les que s’hi han vist
més implicades, que son els acids grassos lliures, la leptina, I’adiponectina i la recentment

descoberta resistina.

a) Els acids grassos lliures (AGL)

Molts estudis evidencien el nexe entre els nivells plasmatics d’AGL i la Rl en
els teixits diana de la insulina. Els nivells d’AGL es troben elevats a I’obesitat
(Reaven G, 1988) i augments aguts d’aquests nivells incrementen la RI de forma
dosi-dependent, tant en individus diabetics (Boden G, 1995) com no diabétics
(Boden G, 1991). També és conegut que els adipocits intraabdominals presenten
menys receptors insulinics i més receptors adrenérgics, cosa que els dona més

capacitat lipolitica adrenérgica i, augmenta la disponibilitat d’AGL a la circulacio
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portal (Shimomura I, 1993). De fet, estudis amb obesos 0 amb DM demostren que
nivells alts d’AGL aboleixen completament els efectes de la insulina, i que d’altra
banda, la inhibicid de la lipolisi (amb la subsegtent disminucié d’AGL) amb un
antilipolitic millora la sensibilitat a la insulina fins a un 50% respecte a la d’un
individu control (Santomauro A, 1999).

La investigacio de la localitzacid cel-lular on els AGL regulen la inhibicié de
I’accid de la insulina indica defectes en I’ambit del transport de la glucosa o de la
fosforilacio de la glucosa a glucosa-6-P (els métodes utilitzats no permeten
diferenciar entre aquestes dues possibilitats) i de la sintesi de glicogen (Boden,
1995) en el teixit muscular.

El mecanisme molecular no esta tampoc del tot comprés. L’efecte d’inhibicio
de I’acci6 de la insulina pels AGL no sembla directa, ja que s’observa un temps de
demora de 3-4 hores. Les darreres investigacions suggereixen que els triglicérids
intramiocel-lulars del teixit muscular (localitzats dins de les fibres musculars) sén
els causants directes de la Rl al muscul. D’acord amb aquesta opcid, alguns estudis
han demostrat una relacio entre el contingut de teixit adip6s muscular i la Rl (Pan
DA, 1997) i un darrer estudi descriu una correlacid lineal entre els nivells
plasmatics d’AGL, els nivells de triglicerids intramiocel-lulars en el muscul i un
augment de resisténcia a la insulina després de 3,5 hores (Boden G, 2001). El temps
necessari perqué els AGL s’acumulin com a triglicérids dins el mdscul déna suport
a la proposta d’una relacio indirecta AGL-RI.

El paper dels AGL segurament és molt important a I’hora d’explicar la
fisiopatologia de la DM2; en aquest sentit s’ha desenvolupat la teoria de la
lipotoxicitat. A part de la RI en el mascul, un augment de I’alliberament dels AGL
des del greix visceral al sistema portal suposa un increment de la neoglucogenesi,
cosa que interfereix en I’accio de la insulina en el fetge. La RI perpetuaria el cercle
viciés d’hiperestimulacié de la cel-lula beta, que s’aniria deteriorant cap a la
tolerancia disminuida a la glucosa. El deteriorament de la cel-lula pancreatica,
incapac de compensar la RI, conduiria a una progressiva manifestacio de la diabetis
(McGarry JD, 1992).
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b) La leptina

La leptina, producte del gen anomenat ob, és secretada principalment pels
adipocits, sobretot els que formen la grassa subcutania. La leptina actua a nivell del
seu receptor hipotalamic (db) i inhibeix la produccio del neuropeptid Y, el més
potent factor conegut estimulant de la gana. Els resultats son la disminucio de la
ingesta, i, mitjancant I’activacid del sistema nervids simpatic (SNS), un augment
del metabolisme basal i del gast energétic.

El receptor db s’expressa també en teixits periférics (fetge, cel-lules B
pancreatiques i muscul estriat), cosa que implica una funci6 directa de la leptina
sobre aquests teixits.

Des d’un principi ha existit una relacio clara entre els nivells de la leptina i la
sensibilitat a la insulina, sobretot a nivell d’experimentacié animal. Els rosegadors
amb defectes en els gens ob o db presenten resistencia a la insulina i diabetis. Els
estudis demostren que I’administracio de leptina, abans dels seus efectes sobre la
ingesta i en el pes corporal, augmenta la captacio de glucosa pels teixits i millora la
sensibilitat a la insulina (Kamohara S, 1997). Existeix controvérsia entre si aquests
efectes sobre el metabolisme de la glucosa s6n de forma directa a través dels
receptors ob en els teixits o mitjancant I’activacié del sistema nervios simpatic
(Kamohara S, 1997), (Liu L, 1998).

Indirectament, la leptina indueix I’increment en oxidacio dels acids grassos
(Muoio DM, 1997), un dels mecanismes pels quals pot millorar la captacié de
glucosa. En I’ambit de I’experimentacio animal, s’ha descrit també que els nivells
de transcripcio del gen de la leptina poden ser inhibits mitjancant activadors del gen
del PPARY, com els TZDs (De Vos P, 1996).

En el humans, pero, la relacié leptina i resistencia a la insulina no esta
clarament demostrada i més aviat I’associacid real sembla estar entre la leptina i
I’obesitat. En la majoria dels pacients obesos els nivells de leptina circulant s6n
elevats, i augmenten de forma exponencial amb I’augment de massa grassa corporal
(Considine RV, 1996). Tot i que s’han descrit casos d’obesitat severa per abséncia

de leptina, els defectes congénits en nivells i funcié de la leptina son rars. Al
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contrari, I’obesitat humana sembla un estat de resistencia a la leptina, probablement
per defectes en I’ambit del receptor o post-receptor de la leptina (Wurtman RJ,
1996).

c) L’adiponectina

L’Acrp30 (Adipocyte Complement Related Protein), també coneguda com
AdipoQ, apM1 o adiponectina, és una proteina expressada exclusivament pels
adipocits diferenciats. Els pacients obesos, amb DM2 o amb malaltia arterial
coronaria mostren nivells plasmatics d’adiponectina inferiors a la poblacié control.
(Arita Y, 1999), (Hotta K, 2000) i (Noriyuki O, 1999). Els nivells plasmatics
d’aquesta molecula es relacionen inversament amb els nivells d’insulina plasmatica
i la resistencia a la insulina (Weyer C, 2001). En un estudi longitudinal amb
pacients obesos que han reduit el pes per mitja d’un “bypass” intestinal, els nivells
d’aquesta molécula augmenten amb la reduccié del pes i es correlacionen
inversament amb la disminuci6é de I’index de massa corporal (BMI, “body mass
index”) la disminucié dels nivells de glucosa i la millora de la resisténcia a la
insulina.

L’expressio del gen de I’adiponectina s’ha demostrat que és reduida tant en el
teixit adipds d’individus obesos com en el de ratolins (Hu E, 1996). El gen ha estat
mapat en una regid0 327, considerada de susceptibilitat genética per al
desenvolupamentt de la diabetis (Vionnet N, 2000). S’han descrit algunes
mutacions en els exons 2 i 3 del gen i els estudis d’associacio s’han dut a terme
sobre tot en poblacions japoneses. Una de les mutacions, la 1164T, s’ha observat
significativament més elevada entre una poblaci6 amb DM2 i associada a nivells
plasmatics inferiors d’adiponectina (Hidehiko K, 2002).

d) La resistina
Molt recentment, Steppan C i altres, han descobert una nova molécula, que han

anomenat resistina, secretada especificament pel teixit adipds (Steppan C, 2001).
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En el seu treball amb rates genéticament obeses o induides amb dieta, els nivells de
resistina augmenten amb la resistencia a la insulina i s’hi correlacionen fortament.
L administracié d’un anticos antiresistina millora la glucosa circulant, aixi com la
sensibilitat a la insulina d’aquests animals. Per aquests motius s’ha proposat que la
resistina podria jugar un paper en la patogenesi de la resistencia en la insulina i el
gen que la codifica representa, per tant, un candidat potencial per a I’estudi de
I’etiologia de la resisténcia a la insulina en la DM2 o en I’obesitat. En humans,
pero, els resultats no han estat tan rellevats. Els estudis “in vitro” demostren que
I’expressio del gen en teixit adipds i muscular de pacients DM2 és quasi
indetectable i semblant a I’expressié dels individus normals. Tampoc troben cap
relaciéo amb la resistencia a la insulina ni amb cap parametre metabolic (Nagaev |,
2001), (Janke J, 2002). Dos estudis d’associacio entre polimorfismes en el gen de la
resistina i poblacions amb DM2, una japonesa (Haruhiko O, 2002) i una altra
italiana (Sentinelli F, 2002), demostren abséncia de relacié entre els defectes

genetics en el gen de la resistina i marcadors d’obesitat i de resisténcia a la insulina.

A més a més d’aquestes molecules que hem descrit, el teixit adipds és capac de
sintetitzar citocines. Les citocines sintetitzades per la cél-lula adipocitaria semblen
intervenir directament o indirectament en el procés de mediacio de la RI. En aquest sentit
les citocines més destacades sén el factor de necrosi tumoral alfa i la interleucina 6 , que

tot seguit passarem a comentar.
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1.3. EL FACTOR DE NECROSI TUMORAL ALFA

El factor de necrosi tumoral alfa (TNFa) va ser originalment aillat en el sérum
d’animals infectats inicialment amb Mycobacterium bovis i posteriorment tractats amb
una endotoxina. Va ser descrit com una proteina capa¢ de provocar necrosi hemorragica de
tumors solids i en alguns casos completa regressié de tumors trasplantats en ratolins
(Carswell E, 1975). De forma independent, el TNFo va ser identificat com a factor
responsable del desgast (caquéxia) observat durant les infeccions croniques i secretat per
macrofags (Beutler B, 1987).

A partir del seu descobriment, el TNFo s’ha aillat en diversos tipus cel-lulars i
teixits i s’ha relacionat amb un ampli espectre de respostes cel-lulars. Aixi, és considerat
com una citocina moduladora de la resposta immunitaria, inductora d’altres citocines,

proliferadora cel-lular, diferenciadora i apoptotica.

1.3.1. BIOSINTESI | ESTRUCTURA PROTEICA DEL TNFa.

El TNFa defineix una familia de citocines globalment coneguda com a factors de
necrosi tumoral que inclou dues altres proteines estructuralment i funciénalment
semblants: la linfotoxina-o. (TNF-p o LT-a) i la linfotoxina-p (LT-f). La principal font de
TNFa és el fagocit mononuclear activat pel lipopolisacarid (LPS o endotoxina),
component actiu de la paret de les bacteries gramnegatives, pero també els linfocits T i B,
les cél-lules activades de NK, els mastocits (cél-lules del sistema immune), el fibroblast, els
osteoblasts, les cel-lules epitelials de la retina i nombroses linies tumorals en secreten
quantitats significants (Aggarwal B, 1996). El TNFa s’expressa també en cel-lules del
teixit epitelial, com a resposta a la invasio bacteriana, en I’adipocit i en les cél-lules del
mascul esqueletic i cardiac (Saghizadeh M, 1996). La produccio de TNFa. és regulada per
nombrosos estimuls. A part de I’endotoxina, també bactéries gram positives, virus (DNA i
RNA), llevats, fongs, mitogens, diverses citocines i nombrosos farmacs activen la seva
sintesi. Igualment, estimuls fisiologics com la febre i I’estres, o les radiacions ionitzants

indueixen la seva sintesi en macrofags (Hallahan D, 1989). La modulacié negativa de la
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citocina és induida per algunes citocines, esteroides, inhibidors de proteases,
fosfodiesterases i de la sintesi de prostaglandines (Nguyen D, 1990).

El TNFa és sintetitzada com una proteina no glucosada de 26 kDa i és
caracteristica la seva posicio a la membrana. Aquesta forma de proteina transmembrana és
biologicament activa i sembla que té el seu paper en les respostes normals del TNF en els
teixits o en certs estadis inflamatoris mitjangcant un contacte directe cél-lula a cel-lula entre
la citocina i els seus receptors (Grell M, 1996). Un efecte posterior proteolitic (Klieger M,
1988) regulat per una activitat serinproteasa de I’enzim conversor del TNFoa (TACE)
allibera un fragment de 17 kDa a la circulacid, s’uneix a altres fragments homolegs i forma
un homotrimer estable de 51 kDa, (Abbas AK, 1995) (figura 2).

Aquesta conformacio en forma de trimers permet una millor unié amb els receptors,
cosa que afavoreix una accid biologica més efica¢c. En funcié de la concentracio de la
citocina, aquestes accions biologiques possiblement son diferents. A causa de I’elevada
afinitat que els receptors d’aquesta citocina presenten per al seu lligant, a concentracions
baixes (aproximadament 10 M) actua com a regulador autocri i paracri sobre les propies
cél-lules que el sintetitzen. Quan la concentracio és elevada, la citocina podria passar al
torrent sanguini i actuar de forma endocrina sobre diferents organs diana (Abbas AK,
1995).

Els estudis cristal-lografics han donat a coneixer I’estructura tridimensional del
TNFa i han confirmat la formacié de I’homotrimer. Cada subunitat esta formada per una
estructura antiparal-lela de tipus “sandwich” (Jones E, 1989). També sén ampliament
conegudes les regions de la molécula essencials per a la unio als receptors i la seva activitat
bioldgica (Zhang X, 1992).

Figura 2. Esquema de I’estructura de I’homotrimer del TNFa.
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1.3.2. ESTRUCTURA DEL GEN DEL TNFa

El gen huma del TNFa va ser identificat per Nedwin (Nedwin G, 1985) al brag curt
del cromosoma 6, a la regi6 6p21.3. Es troba molt a prop del gen del TNF, a la regio del
complex major d’histocompatibilitat. Té 3 Kilobases (Kb) de longitud i conté 4 exons i 3
introns. Tant el promotor com la zona 3’ no traduida (3’UTR) del gen contenen regions
conservades en I’evolucié que exerceixen un paper en la regulacié de I’expressié de la
citocina. El promotor conté llocs d’unié potencials per diversos factors de transcripcid
com: els activadors de proteina d’unio un i dos (AP-1, AP-2), factor de transcripcié Kappa
beta (NF-kB), “nuclear factor of activated T cells” (NF-AT), especifics de proteina 1 (SP-
1), potenciadors de proteines d’unié beta (C/EBPP) i elements de resposta a I’adenosin
monofosfat (AMP) (figura 3). Aquests factors contribueixen a la complexa regulacio del
gen del TNFo i la seva interaccid pot variar segons el tipus cel-lular i I’estimul
extracel-lular especific (Tsai EY, 1996). EI RNA missatger (mMRNA) transcrit conté la
seqliencia de repeticio ----UUAUUUAU---- de 33 nucleotids de longitud, també present en
altres citocines, factors de creixement i protooncogens (Caput D, 1986). Alguns estudis
suggereixen que d’aquesta sequéncia depén la vida mitjana del mRNA (Kontoyiannis D,
1999).

Figura 3. Esquema de I’estructura del gen del TNFa
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1.3.3. RECEPTORS DE TNFa
El TNFa esta mancat d’activitat enzimatica: totes les seves accions son el resultat

de les respostes de la cél-lula diana a la preséncia de la citocina. Fins ara, s’han descrit dos
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receptors per mitja dels quals la citocina regula les seves accions: el receptor de tipus 1
(TNFR1, CD120a, p55 o 55kDa) i el de tipus 2 (TNFR2, CD120b, p75 o 75kDa).

Els receptors sén fundadors de la superfamilia de receptors de TNF, la qual inclou
dotze membres, tots ells receptors de membrana a excepci6 dels anomenats PV- T2 i PV-
A53R (figura 4) (Smith C, 1990). Presenten I’estructura tipica de proteines transmembrana,
caracteritzada per una regi6é extracel-lular, una transmembrana i una citoplasmatica. La
primera, amb un motiu ric en cisteines repetit quatre cops, manté una alta homologia entre
ambdds receptors i és la que defineix la superfamilia (Dembic Z, 1990). En canvi,
existeixen diferencies importants quant a I’afinitat per al lligant i és superior per al receptor
de tipus 2. Aquesta regid presenta també certa afinitat per a factors de creixement i altres
citocines, cosa que confereix als receptors de TNF un elevat pleotropisme.

La regi6 intracel-lular, en canvi, presenta només un 30% d’homologia entre els
receptors. El receptor TNFR1 (i el receptor anomenat Fas) conté un motiu denominat
“Death Domain (DD)” el qual s’uneix a proteines que també tenen aquest domini. El
TNFR2 (com la resta dels receptors), presenta un motiu menys definit que s’uneix a una
familia de proteines associades al receptor (TRAF).

Figura 4. Esquema de la superfamilia de receptors de TNF
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Els receptors s’expressen ubiquament encara que en quocients diferents segons el
tipus cel-lular (Smith C, 1994). Les funcidns biologiques del TNFR1 i el TNFR2 no es
coneixen amb exactitud. Sembla que el TNFR1 regula els senyals de TNF més coneguts
incloent I’apoptosi, la citotoxicitat, la diferenciacio i la proliferacid, i que I’R2 transdueix
les accions metaboliques (Hotamisligil GS, 1997). Alguns estudis apunten, pero, cap a una
cooperacio dels dos receptors per aconseguir certs efectes biologics, sobretot pel que fa a
la inducci6 de citotoxicitat o apoptosi (Weiss T, 1997). En un principi s’havia proposat que
el TNFR2, més que transduir el senyal, estaria implicat en un mecanisme de pas de Iligant
del TNFa al TNFR1, que seria el que realment transmitiria el senyal (Tartagalia L, 1993).
Nous estudis, pero, suggereixen que en moltes situacions el TNFR2 actua mitjancant el seu
domini intracel-lular com un senyal additiu al TNFR1 (Declercq W, 1998).

S’han descrit dues formes solubles del receptor (STNFR1 i sTNFR2) que es
generen a partir de la proteolisi de les regions extracel-lulars dels receptors per un
mecanisme anomenat “shedding” (Brakebusch, 1994). Les formes solubles presenten
major afinitat pel TNFa que els seus homolegs de membrana, de forma que s’estableix
entre ells una competéncia per al lligant que modula I’accié del TNFa. No obstant aixo,
també s’ha proposat per les formes solubles (STNFRs) un paper potenciador de I’accié del
TNF, per preveure aixi la dissociacié de I’homotrimer (Aderka D, 1992), o la generacio

d’una resposta cel-lular especifica.

1.3.4. ELS GENS DEL TNFR1 1 TNFR2

Els gens que codifiquen el TNFR1 i el TNFR2 han estat mapats a les regions 12p13
i 1p36.2, respectivament (Baker E, 1991), (Kemper O, 1994), i presenten una organitzacio
genomica molt semblant: els dos tenen una longitud similar i el mateix nombre d’exons
(Christian, 1996).

El gen del TNFR2 té una longitud d’aproximadament 26 kb, i esta format per 10
exons, 9 introns, la regié promotora i la regié 3’ no traduida. Les longituds dels introns i
exons estan ben determinades, aixi com els nucleotids, que formen les zones donadores i
acceptadores de cada un d’ells. Els exons presenten un rang de longitud entre 35 i 2489 pb
i els introns, d’entre 338 i 7500 pb.
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Existeix una correlacié entre I’organitzacio genomica del TNFR2 i I’organitzacid
funcional de la proteina. L’ex0 1 conté el peptid senyal i les seqiiéncies N-terminal, mentre
que la regid rica en cisteines del domini extracel-lular és distribuida des de I’exé 2 al 6. La
regid transmembrana és codificada per una part de I’'ex6 6 i I’exd 7 i el domini
intracel-lular pels exons 8, 9 i 10 (figura 5). La posicié de la protedlisi que produeix les
formes solubles del receptor s’ubica dins de I’exd 6, on s’ha identificat el codd que
codifica la prolina 211, aminoacid essencial perqué es produeixi el “shedding” (Charlotte
H, 1998).

El promotor conté seqliencies especifiques per a la uni6 de factors de transcripcio
com el NF-kB, factor de regulacio de I’interfer6 (IRF-1), llocs g d’activacio d’interferd
(GAS), elements de resposta a AMP o el factor de transcripcid lkaros. Tambeé s’ha observat

la preséncia d’una inusual zona rica en GC.

Figura 5. Esquema de I’estructura del gen-proteina del TNFR2
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1.3.5. ACCIONS DEL TNFa SOBRE EL METABOLISME. ESTUDIS “IN VIVO” |
“IN VITRO” SOBRE ANIMALS D’EXPERIMENTACIO

1.3.5.1. Accions del TNFa sobre el metabolisme lipidic

Des del descobriment de la citocina es va especular sobre la seva relaci6 sobre el
metabolisme (Beutler B, 1988). En diversos estudis en models animals s’ha demostrat que
el TNFa pot exercir funcions sobre el sistema nervios central, la regulacio del metabolisme
intermediari i el balang caloric en els teixits adipos, muscular i hepatic.

El TNFa és sintetitzat en el teixit adipds tant en rates com en humans i en menor
grau en els teixits muscular esquelétic i cardiac. En el teixit adipos s’han descrit nombroses
evidencies del paper d’aquesta citocina sobre el metabolisme lipidic.

S’ha observat tant “in vitro” com “in vivo”, sobre animals d’experimentacié que
I’administracié de la citocina pot contribuir a augmentar els nivells circulants d’acids
grassos mitjancant tres accions. D’una banda, el TNFa és capa¢ d'estimular la via
metabolica de la lipolisi, cosa que permet un augment dels acids grassos lliures a la
circulacié (Kawakami M, 1987), (Miles PD, 1997). D’altra banda, el TNF pot inhibir
I’activitat i I’expressio de I’enzim lipoproteina lipasa (LPL) (Hauner H, 1995), (Semb H,
1987), enzim responsable de la captacio dels acids grassos lliures de la circulaci6 al teixit.
Més recentment s’ha demostrat que la citocina pot disminuir I’expressié de certs
transportadors d’acids grassos (com el FATP i el FAT) en el teixit adipés (Memon RA,
1998).

A meés a més, el TNFa actua també disminuint I’expressio de gens que codifiquen
per enzims claus en la via metabolica de la lipogenesi, com I’acetil-Coa-carboxilasa, o
I’acid gras sintetasa (Pape ME, 1988), (Doerrler W, 1994).

Finalment, diferents estudis han demostrat que el TNFa estimula també la
lipogenesi hepatica (Semb H, 1987), (Krauss RM, 1990) i (Fiengold KR 1990).
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1.3.5.2. Accions del TNFa sobre el metabolisme de la glucosa i accio de la

insulina

El TNFa, igual que altres citocines com la interleucina un (IL-1) i el IFN-y, també
té un paper important en I’homeostasi de la glucosa. En rates a les quals s’ha administrat
via parental i de forma cronica la citocina, aquesta és capa¢ de perjudicar I’accié de la
insulina sobre la disposicio de la glucosa en el cos i suprimir la produccié de glucosa
hepatica (Lang CH, 1992). Un efecte similar s’ha observat en experiments amb gossos,
cosa que va advertir d’un paper del TNFa en la induccio de resisténcia a la insulina
periferica (Evans DA, 1989).

En aquest sentit, en cultius d’adipocits d’animals incubats amb TNFa, alguns
autors han observat la inhibicié de I’expressié del transportador Glut-4 i del contingut
intracel-lular Glut-1 (Stephens JM, 1991 i 1992). Altres estudis han descrit que
I’administracié de la citocina en cél.lules musculars i adipocits inhibeix I’activitat i
I’expressio de receptors d’insulina i déna lloc a una disminucié de la captacié de la glucosa
per el teixits periférics (Charron MJ, 1990).

Atesos aquests efectes sobre I’accié de la insulina, alguns investigadors han
examinat els efectes del TNFo en passos molt proxims al senyal de la insulina. Com s’ha
descrit en I’apartat de I’acci6 de la insulina, el seu senyal comenga amb I’autofosforilacio
del seu receptor i es transdueix per cascades de fosforilacions de diversos substrats com el
de tipus 1 (IRS-1), que pot considerar-se el principal mediador del seu senyal. Diverses
evidencies sostenen que el TNFa. pot alterar I’activitat del receptor d’insulina i provocar
una disminucio del consum de glucosa cel-lular regulat per insulina.

D’una banda, I’exposicié cronica de la citocina en cultius d’adipocits 3T3-L1 causa
inhibicid segons la dosi de I’autofosforilacio del receptor insulinic i de la fosforilacié en
residus tirosina de I’IRS-1 (Hotamisligil GS, 1994), (Hotamisligil GS, 1996). Efectes
similars han estat observats en cultius de cel-lules hepatiques de rata (Feinstein R, 1993).
Guo D descriu el mateix efecte sobre I’IRS-1 també en cultius 3T3-L1, pero al cap de 30
minuts o menys d’incubar-los amb TNFa, i implica altres proteines del senyal de la

insulina com la fosfatidilinotisol-3-quinasa (Guo D, 1996).
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Un efecte candidat a provocar disminucié neta en el senyal de la insulina és un
increment en la fosforilacio en els residus serina/treonina (Ser/Thr) de I’'IRS-1. Aquest
tipus de fosforilacio s’ha observat en resposta al TNFo (Hotamisligil GS, 1996), (Paz K,
1997). Aquest efecte és molt interessant, ja que s’ha descrit una forta correlacio entre la
resisténcia a la insulina i la fosforilacié en aquest residu i perqué perturbacions com la
hiperinsulinemia que provoquen un increment d’aquesta fosforilacio poden atenuar el
senyal d’insulina.

El mecanisme molecular exacte pel qual el TNFo indueix aquests tipus de
fosforilacions no és clar, pero alguns estudis han suggerit que isoformes de la proteina
quinasa C hi s6n implicades (Kellerer M, 1998).

En canvi, els treballs realitzats per Stephens JM i altres suggereixen que la principal
rad per la qual el senyal d’insulina és reduit en resposta a una exposicid cronica de TNFo
és la inhibicio de I’expressio de gens que codifiquen per proteines substrats del receptor
d’insulina i del receptor de la insulina (Stephens JM, 1997).

Quan s’han realitzat estudis per observar I’efecte de la neutralitzacié del TNFa. (en
rates Zucker obeses i diabetiques) mitjancant I’administracié d’un anticos anti-TNFa, s’ha
confirmat que provocava una millora de I’activitat del receptor insulinic tant en el muscul
com en el teixit adipds, i, per tant, una millora de la disposicié de glucosa regulada per
insulina per aquests teixits. En canvi, no s’apreciaven variacions significatives en
I’activitat dels receptors hepatics. El fet que la millora en la sensibilitat a la insulina es doni
només en aquells teixits que sobreexpressen aquesta citocina, va suggerir que molt
probablement el TNFa actui de forma autocrina o paracrina sobre el mateix teixit.

A la taula 2 resumim els mecanismes descrits anteriorment.
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Taula 2. Mecanismes d’accié del TNFa sobre el metabolisme lipidic i el de la glucosa

SOBRE EL METABOLISME LIPIDIC

Mecanisme proposat Referéncia
Activacid lipolisi. Augment AGL Milles PD, 1997
Activacio lipogénesi hepatica Kraus RM, 1990
Inhibicio activitat i expressié de la LPL. Augment AGL | Hauner H, 1995
Inhibicid expressié transportadors dels AGL Memon RA, 1998
Inhibicio expressio enzims lipogénesi adipocitaria Doerrler W, 1994

SOBRE EL METABOLISME DE LA GLUCOSA.

Mecanisme proposat Referencia
Inhibicio expressio del Glut-1 i el Glut-4 Stephens JM, 1992
Inhibicio expressio d’IRS i receptor d’insulina Stephens JM, 1997
Inhibicid de I’autofosforilacié del receptor d’insulina Hotamisligil GS, 1994

Increment de fosforilacio en Tyr i en Ser/Thr de I’'IRS-1 | Hotamisligil GS, 1996

1.3.5.3. Estudis genétics amb models de rates “knock-out”

Potser I’evidencia més definitiva del paper del TNFa en la sensibilitat a la insulina
sobre tot en I’estat de I’obesitat i diabetis, son els estudis genetics en ratolins mancats del
gen del TNFa, d’algun dels seus dos receptors o d’ambdos receptors alhora. Aquest tipus
d’estudis s’anomenen estudis “knock-out” per al gen que ha estat suprimida la seva
activitat. En els treballs que es decriuran a continuacio s’estudia I’efecte de la perdua de la
funcio d’aquests gens en diferents models de rates amb obesitat i en alguns casos també
amb diabetis. L’obesitat és induida als animals genéticament, mitjancant I’eliminacié del
gen de la leptina (ob), amb dieta, per mitja d’una alimentacié amb una dieta hipercalorica o
bé quimicament, amb la injeccio de substancies quimiques que produeixen hiperfagia. La

diabetis s’aconsegueix amb la supressié del gen del receptor de la leptina (db).
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a) Estudis “knock-out” per al gen del TNFo

Ventre J i Uysal K demostren de forma independent (Ventre J, 1997 i Ulsay K,
1997) que la funcid del TNFa en rates proporciona una millora de la tolerancia a la
glucosa i de la hiperinsulinemia. Aixi, la manca de la citocina confereix una
proteccid considerable a la resisténcia a la insulina durant I’obesitat, tant en les
rates amb obesitat induida per dieta (en el cas de I’estudi d’Ulsay) com en I’obesitat
induida quimicament (estudi de Venter). No obstant aix0, la proteccié que
confereix la pérdua de funcié d’aquest gen sobre la resisténcia a la insulina no és
absoluta, cosa que fa pensar als autors en la implicacié d’altres factors encara no
identificats com a mediadors d’aquest desordre i, per tant, de [I’etiologia
multifactorial de la resistencia a la insulina a I’obesitat.

Els dos estudis anteriors també demostren que el TNFa pot influir en la
sensibilitat a la insulina mitjancant les seves accions en diversos passos involucrats
en I’accié de la insulina, com ara sén el transport de la glucosa, la produccio de
leptina i, el senyal del receptor de la insulina, o també sobre el metabolisme de
lipids.

D’un altra banda, altres investigadors sostenien la hipotesi sobre el paper
fisiologic del TNFa com a factor restrictiu de I’increment del teixit adipos
(Hotamisligil G, 1994). Els resultats de Ventre i Uysal no son consistents amb
aquesta hipotesi, ja que en els dos estudis el grau d’obesitat assolit pels animals
sense la funcidé de la citocina era practicament igual a I’obesitat assolida pels

animals controls.

b) Estudis “knock-out” per als gens dels receptors R1 i R2 del TNFa

Pel que fa a la investigacié en “knock-out” per als gens dels receptors R1 i R2,
existeixen discrepancies entre els resultats dels estudis publicats. D’una banda
Shereyer S, (Shereyer S, 1998) descriu que els ratolins amb pérdua de funcié per
algun dels dos receptors presenten poques o cap diferencia pel que fa al

desenvolupament de I’obesitat i a la tolerancia a la glucosa. Sorprenentment, pero,
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en el cas dels ratolins que han perdut les dues funcions dels receptors alhora
presenten una relativa hiperinsulinémia i hiperglucemia, de forma que la pérdua de
funcié d’ambdos receptors sembla que esta associada a un aparent foment de
resistencia a la insulina.

En contrast amb els resultats de Shereyer, un estudi realitzat per Uysal K,
(Uysal K, 1997) amb ratolins “knock-out” amb pérdua de funci6 dels dos receptors
alhora revela proteccio parcial contra el desenvolupament d’hiperglicemia i
hiperinsulinémia, i contra una resposta inferior a la glucosa i insulina exogena.
Aixi, aquest autor descriu que la pérdua de funcié d’ambdds receptors sembla que
esta associda a una aparent proteccio per desenvolupar resisténcia a la insulina.

En un estudi posterior, aquest mateix autor (Uysal K, 1998) descriu el TNFR1
com el receptor del TNFa predominant en la regulacio I’accié d’aquesta citocina
sobre la sensibilitat a la insulina en el seu model animal de rates obeses.

Les raons de les discrepancies entre els resultats de Shereyer i els d’Uysal,
romanen per dilucidar. La principal diferencia entre el model animal “knock-out”
per ambdds receptors estudiat pels dos autors és que, en el cas de Shereyer,
I’obesitat en les rates era induida amb una dieta hipercaldrica; en canvi, en el model
animal d’Uysal I’obesitat és induida genéticament, eliminant el gen de la leptina.
Els autors, per0o, a més a més d’aquesta diferencia, atribueixen les causes de la
discrepancia a la possible intervencio d’altres factors que regulen accions sobre la
sensibilitat a la insulina, tal com hem comentat anteriorment en els models “knock-
out” per al TNFa. .

Sembla clar, doncs, que el tipus de model animal i la forma d’induccio
d’obesitat-diabetis és clau a I’hora d’interpretar i entendre els mecanismes d’accio

d’aquesta citocina i dels seus receptors en la induccié de resisténcia a la insulina.

Un resum dels resultats dels estudis “knock-out” per al TNFa i per els receptors R1
I R2 es presenta a la taula 3, extreta de Moller DE (Moller, DE, 2000)
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Taula 3. Estudis “knock-out” per al gen del TNFa i per als seus receptors

ob: gen de la leptina.
db: receptor de la leptina.

ESTUDIS “KNOCK-OUT” PER AL GEN DEL TNFa (TNF -/-)

MODEL ANIMAL FENOTIP METABOLIC REFERENCIA

Obesitat induida quimicament

-Les obeses presenten millora

parcial de tolerancia a la glucosa i
Rata TNF -/- de la hiperinsulinémia Ventre J, 1997
- Aparent proteccié de resisténcia a

la insulina

Obesitat induida per dieta calorica

- Obesitat menys pronunciada i més
resistens a la hiperinsulinémia i a la
intolerancia a la glucosa

Rata TNF-/- - Aparent proteccio de resistencia a | Uysal K, 1997

la insulina

- Nivells acids grassos lliures baixos

ESTUDIS “KNOCK-OUT” PER AL GEN DEL RECEPTOR R1 (TNFR1
-/-), O RECEPTOR R2 (TNFR2 -/-) | PER A AMBDOS GENS
MODEL ANIMAL FENOTIP METABOLIC REFERENCIA

Obesitat induida per dieta calorica

Rata TNFR1 -/- - Obesitat i tolerancia a la glucosa
semblant als controls Schreyer S, 1998

- Guany de pes reduit versus controls
Rata TNFR2 -/- i nivells d’insulina inferiors als |Schreyer S, 1998

controls
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MODEL ANIMAL FENOTIP METABOLIC REFERENCIA
- Obesitat semblant als controls

Rata - Nivells d’insulina i glucosa més

TNFR1-/- TNFR2-/- | elevats Schreyer S, 1998

- Aparent foment de resistencia a la

insulina.

Obesitat induida genéticament (rata ob/ob)

- Aparent proteccio de resisténcia a
Rata TNFR1-/- la insulina Uysal K, 1998
- TNFR1 com a principal mediador

- Obesitat semblant als controls

Rata - Parcial proteccio d’hiperglucémia i
TNFR1-/-TNFR2 -/- | hiperinsulinemia Uysal K, 1997
- Aparent proteccié de resisténcia a

la insulina

Diabetes induida genéticament (rata db/db)
Rata TNFR1 -/- - Cap diferencia amb les rates de |Schreyer S, 1998

controls.

1.3.6. EL TNFo. COM A MEDIADOR DE RESISTENCIA A LA INSULINA ALS
HUMANS

Tot i que el paper del TNFa sobre el metabolisme basal i la sensibilitat a la insulina
en situacions d’obesitat i diabetis ha estat ampliament documentada sobre estudis “in vitro”
I “in vivo” en models d’animals, en els humans aquestes implicacions de la citocina son
menys conegudes. Aix0 es deu no només a la complexitat dels mecanismes involucrats,
sind també a la dificutat metodologica per estudiar el TNFo. Aquestes dificultats
s’atribueixen a I’elevat grau de labilitat que la citocina presenta durant el processament i la
manipulacio de la mostra. Aixi, la detecci6 dels valors plasmatics en humans és laboriosa i

de fet en la literatura existeix discrepancia en les seves valoracions.
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Diversos estudis en humans donen suport a la hipotesi que el TNFa podria tenir un
paper important en la induccid a la resisténcia a la insulina a I’obesitat o0 a la DM2 en els
humans. En aquest sentit, primer comentarem les troballes d’aquesta relacié en I’ambit
d’expressid de la citocina en teixits concrets i després les publicades en I’ambit de les

variacions en el gen del TNFa.

1.3.6.1. Expressio del TNFa en teixit adipds i muscular huma i resisténcia a la

insulina

En els treballs als quals farem referencia, la quantificacio de I’expressié de la
citocina en el teixit adipds i muscular es determina amb I’extraccié del mRNA de la
citocina a partir del tractament d’una biopsia del teixit.

Kern PA i Hotamisligil GS demostren de forma independent que en el teixit adipds
de pacients obesos hi ha un augment de I’expressié del TNFa respecte als mateixos tipus
cel-lulars dels individus amb d’absencia d’obesitat. (Kern PA, 1995 i Hotamisligil GS,
1995) Igualment, Saghizadeh M observa un augment de I’expressio de la citocina en el
teixit muscular de pacients diabétics respecte a les cél-lules dels individus normoglicémics
(Saghizadeh M, 1996) .

Els estudis esmentats anteriorment mostren una important relacié entre I’expressio
tissular i certes variables relacionades amb la sensibilitat a la insulina. Aixi, I’expressio de
TNFo en els pacients obesos es correlaciona positivament amb els nivells d’insulina
plasmatica i amb I’index de massa corporal. També I’expressiéo de TNFo presenta una
correlacio inversa amb I’activitat i I’expressio de I’enzim LPL adipocitaria. Amb la pérdua
de pes dels pacients obesos, I’expressio de la citocina decreix, millora la sensibilitat a la
insulina i es recupera I’activitat de I’enzim LPL. Resultats similars s’observen en messurar
els nivells de la citocina plasmatica, pero els autors adverteixen que les concentracions sén
molt baixes o quasi indetectables, cosa que dificulta la interpretacio dels resultats.

Pel que fa al teixit muscular dels individus diabétics, els increments de I’expressio
de la citocina en aquests pacients s’associaven fortament amb I’augment de glucosa
disponible en el medi.
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1.3.6.2. Variacions en el gen del TNFa huma i resisténcia a la insulina

Un dels primers estudis que va establir una possible relacié entre aquest gen i I’
obesitat va ser descrit en una poblacié d’indis Pima obesos. Aqui, I’autor estableix un
[ligament entre un marcador genetic prop del gen del TNFa i I’obesitat. Posteriorment es
varen identificar polimorfismes en el promotor del gen del TNFa, concretament en les
posicions —238 i — 308, ambdos causats per un canvi de guanina per adenina (Wilson AG,
1992) i (D’Alfonso S, 1994). Diversos treballs en diferents models cel-lulars humans
estudien el significat funcional d’aquests polimorfismes. Alguns grups d’investigadors
coincideixen en qué, en el polimorfisme —308, el canvi per adenina o al-lel TNF2 s’associa
a una taxa de transcripcid constitutiva i induida de TNFo. més alta respecte a I’al.lel TNF1
(Wilson AG, 1997), (Kroeger KM, 1997) i (Wu WS, 1997). En canvi, altres grups no troben
cap diferencia en la taxa de transcripcié d’aquests dos al-lels (Stuber F, 1995-96) i
(Brinkman BM, 1995-96). Aquestes discrepancies sembla que estan relacionades amb el
model de cultiu cel-lular, els estimulants per la sintesi de la citocina i de I’estructura del
gen que s’usa en els experiments.

Aixi doncs, s’obria la possibilitat que aquestes variacions juguessin un paper
determinant “in vivo” sobre I’accié del TNFa en la resisténcia a la insulina. Utilitzant
aquesta hipotesi, es va dur a terme un estudi en humans del polimorfisme geneétic en la
posicid —308 del TNFa, i es va demostrar per primer cop, una relacié entre aquest
polimorfisme, la sensibilitat a la insulina i I’obesitat (Fernandez-Real JM, 1997). En aquest
estudi, els individus portadors de I’al-lel TNF2 presenten un percentatge major de massa
grassa acompanyada de nivells més elevats de leptina i un augment de resistencia a la
insulina en comparacio amb els individus del mateix sexe, edat, index de massa corporal i

relacio cintura/maluc que no sén portadors d’aquest al-lel.

1.3.6.3. Els receptors R1i R2 del TNFa i resistencia a la insulina

El treball més rellevant a nivell huma sobre I’expressio dels dos receptors i aquesta

relacio amb I’obesitat és el publicat per Hotamisligil GS (Hotamisligil GS, 1997). Aquest
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treball demostra que les dones obeses expressen el doble de mRNA del receptor 2 en el
teixit adipos i sis cops més fraccid soluble d’aquest receptor en circulacié en relacio amb
les dones primes. L’expressio del receptor 2 en aquest teixit es correlaciona fortament amb
I’index de massa corporal i els nivells d’insulinemia. En canvi, tant I’expressié del receptor

1 com els seus nivells circulants sén similars en tots els individus involucrats en I’estudi.
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1.4. LA INTERLEUCINA-6

1.4.1. SINTESI | ESTRUCTURA PROTEICA

La interleucina 6 (IL-6) va ser originalment identificada com un factor de
diferenciacié cel-lular (BSF-2) que induia la maduracio final de les cel-lules T (Hirano T,
1985). Una serie d’estudis posteriors confirmaven que aquesta citocina es sintetitza en
diversos tipus de cél-lules del sistema immune i de cél-lules accessories d’aquest sistema
(com monocits, macrofags, linfocits, fibroblast, cél-lules endotelials, etc.). Aixi, la IL-6 és
una de les principals citocines moduladores de la resposta inflamatoria: inhibeix la sintesi
de TNF-a i I’IL-1, activa la sintesi hepatica de proteines de fase aguda i estimula I’eix
hipotalamic-pituitari-adrenal (Schindler R, 1990), (Heinrich PC, 1990) i (Lyson K, 1991).

Aquesta citocina és sintetitzada també en cél-lules no immunitaries i organs com
I’osteoblast, els queratinocits, els condrocits, les cel-lules de I’epiteli intestinal, les
cel-lules de Leydig, els adipocits, etc. Es caracteritza per ser marcadament pleitropica i
participar en la regulacio de diverses funcions metaboliques i endocrines.

La produccio d’1L-6 es regulada positivament o negativament per diversos estimuls
segons els tipus cel-lular. En presencia de lipopolisacarids, diferents virus i diverses
citocines (TNF, factor de creixement derivat de plaquetes (PDGF), interferé B) s’activa la
sintesi d’aquesta citocina, mentre que en preséncia de glucocorticoides s’inhibeix.

L’estructura proteica de la interleucina-6 consisteix en 184 aminoacids amb dos
llocs potencials de glicosilacio i quatre residus cisteina, aquests darrers altament conservats

en I’evolucio i amb un paper critic per a I’activitat de la citocina.

1.4.2. ESTRUCTURA DEL GEN DE LA IL-6

El gen es localitza al bra¢ curt del cromosoma 7, concretament a la regié 7p21-p15
(Ferguson-Smith AC, 1988). Consisteix en 5 exons i 4 introns i presenta una complexa
regulacio de la seva transcripcio. El promotor del gen conté diversos llocs de
reconeixement per a factors de control de la transcripcié com el factor nuclear de la IL-6

(NF-IL6), que pertany a la familia C/EBP, el factor NF-kB, que és el major mediador de
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I’estimul inflamatori  (Matsusaka T, 1993) i d’altres com elements de resposta a
glucocorticoides (GRE), elements de resposta a AMP (CRE) i activadors de proteines
d’unié 1 (AP-1) (figura 6).

Figura 6. Esquema de I’estructura del gen de la IL-6
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1.4.3. RECEPTOR DEL LA IL-6. ESTRUCTURA | TRANSDUCCIO DEL
SENYAL

1.4.3.1. Estructura del receptor de la IL-6 i del gp130

Es tracta d’un receptor de membrana amb les regions tipiques: extracel-lular,
transmenbrana i intracel-lular. A la regi6 extracel-lular s’hi diferencia una porcio
d’aproximadament 100 aminoacids d’un domini que pertany a la superfamilia
d’immunoglobulines i que no sembla important per a la unié del lligand IL-6. La segona
porci6 conté els dominis que caracteritzen aquesta familia de receptors: 4 residus cisteina i
un motiu Triptofan-Serina-X-Triptofan-Serina (WSXWS), aquest darrer amb funcié
d’interaccié amb la IL-6 (Miyajima A, 1992).

La regi6 intracel-lular conté només 80 aminoacids i estd mancada de qualsevol
motiu conegut per transduir el senyal. Per aquest darrer motiu la unié de la IL-6 al seu
receptor s’associa a una molécula de 130-kDa anomenada gp130, que és la que transdueix
el senyal cap a la cel-lula. Gp130 també és una proteina transmembrana. La regio
extracel-lular conté motius tipics d’una familia de receptors de citocines, descrits
anteriorment, pero la regio intracel-lular conté llocs intrinsecs d’activacié tirosina-quinasa
(figura 7).
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Figura 7. Esquema de I’estructura del receptor de la IL-6 i el gp130
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1.4.3.2. Mecanisme de transduccio del senyal per mitja de gp130

L’estimulacié de la IL-6 mitjancant la unié amb el seu receptor de membrana o amb
la fraccio soluble del receptor sembla que indueix I’hnomodimeritzaci6 de la proteina
gp130. A conseqliencia d’aquesta unié s’activen proteines JAK-quinases (JAKSs) que
permeten la fosforilacio en tirosina de la part més distal de la regié intracel-lular del gp130,
cosa que permet la dimeritzacié de proteines STAT3. Aquestes darreres proteines son
translocades cap al nucli per modular I’expressié de gens, com els que codifiquen per a
proteines de fase aguda.

Un altra via d’activacio de gens de proteines de fase aguda, mitjancant IL-6 i
gp130, és per I’activacio d’una proteina tirosina-quinasa encara no identificada seguida de
cascades quinasa Ras-MAP i que finalitza amb I’activacié del factor de transcripcié NF-
IL6 (figura 8).
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Figura 8. Esquema de la transmissio dels senyals de la IL-6
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1.4.4. ACCIONS DE LA IL-6 SOBRE EL METABOLISME. ESTUDIS “IN VIVO”
I “IN VITRO” SOBRE ANIMALS D’EXPERIMENTACIO.

S’ha demostrat que la IL-6 redueix I’activitat de I’enzim LPL adipocitaria tant “in
vivo”, en el teixit adip6s de ratoli, com “in vitro”, sobre cultius de cél-lules 3T3-L1
(Greenberg AS, 1992). També en rates s’ha observat que I’administracio intravenosa d’IL-
6 indueix una hipertrigliceridemia de forma dosi-dependent mitjancant I’estimulacié de la

secrecio de triglicerids al teixit hepatic (Nonogaki K, 1995).

1.4.4.1. Paper de la IL-6 sobre el metabolisme en humans

En els humans hi ha pocs estudis sobre els possibles efectes de la IL-6 sobre el
metabolisme lipidic o sobre la glucosa en individus obesos 0 amb DM2. Fins a la
publicacio dels nostres articles sobre la IL-6 (estudis 3 i 4), els estudis “in vitro” i “in vivo”
demostren que la IL-6 és secretada tant pel teixit adipds huma subcutani com visceral. La

secreci0 d’aquesta citocina s’ha observat més elevada en individus obesos i els nivells
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circulants d’IL-6 es correlacionen fortament amb marcadors d’obesitat com el BMI, la ra
cintura maluc (WHR, “waist-hip ratio”) i el percentatge de massa grassa (Vgontzas AN,
1997), (Mohamed-Ali V, 1997). També I’administracié d’IL-6 sembla que esta associada a
un augment en la circulacié d’acids grassos lliures (Stouthard JM, 1995).

S’ha proposat que aquesta citocina pot tenir un paper en la modulacié del
metabolisme de la glucosa en el teixit adip6s en una situacio d’ingesta. En aquest sentit,
Orban Z demostra que els nivells d’IL-6 en el fluid intresticial de teixit adipds subcutani
augmenten postprandrialment i ho fan de forma paral-lela amb els nivells de glucosa i els
d’insulina (Orban Z, 1999).

D’altra banda, la IL-6, junt amb el TNFa i la IL-1, és la maxima responsable de la
modulacio de la transcripcio dels gens que codifiquen per les proteines de resposta de fase
aguda en el fetge. Aquestes proteines augmenten o disminueixen els seus nivells circulants
en situacions d’infeccions agudes, traumatismes o neoplasies per tal de restablir
I’homedstasi. Aquestes situacions s’acompanyen d’una dislipémia tipica i molt semblant a
la que s’observa en els individidus amb DM2: hipertrigliceridémia, augment de VLDL i
disminuci6 de les HDL i LDL inalterades. Alguns autors donen suport a la hipotesi que la
IL-6 és la responsable d’aquestes anomalies lipidiques que es donen en els individus amb
DMZ2 i, sobretot, en aquells amb més caracteristiques de la sindrome metabolica. Aquesta
hipotesi esmentada es basa en el fet que diferents autors han demostrat un augment en la
circulacié d’aquests pacients de proteines de fase aguda (proteina C reactiva, cortisol,

fibrinogen, etc.) paral-lelament amb la dislipémia tipica de la malaltia (PicKup JC, 1997).

1.4.4.2. Estudis genétics de la IL-6 en humans.

D’altra banda, també son limitats els estudis genétics i els estudis d’associacio de
polimorfismes d’aquesta citocina en la poblacié humana. Només un estudi en individus
anglesos analitza la regio promotora del gen. Els autors citen un polimorfisme en la posicio
-174 provocat per un canvi degut a una transverssio G>C i observen una associacio de

I’al-lel G a taxes de transcripcio del gen més elevades (Fishman D, 1998).
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2. OBJECTIUS
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Els objectius plantejats en els treballs que formen aquesta tesi son els seglients:

ESTUDI 1.
Plasma levels of the soluble fraction of tumor necrosis factor receptor 2 and insulin
resistance. Diabetes 47:1757-62, 1998.

1- Analitzar el paper de les fraccions solubles circulants dels receptors 1 i 2 del TNFa en la

possible mediacié a resistencia a la insulina en una poblacio6 obesa.

2- Determinar la correlacio entre les fraccions solubles circulants dels dos receptors i certs

marcadors d’obesitat i resistencia a la insulina.

ESTUDI 2.
Polymorhism of the tumor necrosis factor-o, receptor 2 gene is associated with

obesity, leptin levels, and insulin resistance in young subjects ans diet-treated type 2
diabetic patients. Diabetes Care 23:831-37, 2000.

1- Analitzar genéticament la regidé no traduida (3° UTR) del gen del del receptor 2 del
TNFa.

2- Avaluar si les variacions trobades participen en la predisposicid genetica a obesitat 0 a
determinats factors de risc.

ESTUDI 3.

Interleukin-6 gene polymorphism and insulin sensitivity. Diabetes 49:517-20, 2000.

1- Analitzar el polimorfisme C>G en la posicio —-147 del promotor del gen de la

interleucina 6 en la possible participacido en la predisposicio genética al grau de

resisténcia a la insulina en una poblacié sana.
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ESTUDI 4.
Interlekin-6 gene polymorphism and lipid abnormalities in healthy subjects. J Clin
Endocrinol Metab 85:1334-39, 2000.

1- Analitzar el polimorfisme C>G en la posicio — 147 del promotor del gen de la

interleucina 6 sobre la seva possible participacio en la predisposicio genética a presentar

anomalies en els nivells ciculants dels parametres lipidics en una poblacié sana .
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3. MATERIALS | METODES
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MATERIALS | METODES

3.1. SUBJECTES MOTIU D’ESTUDI

1.1 Estudi 1: poblacio control i obesa
1.2 Estudi 2: poblacié control i amb diabetes mellitus tipus 2
1.3 Estudi 3 i 4: poblacio sana

3.2. RECOLLIDA DE DADES
= Parametres clinics
= Parametres antropometrics. Avaluacio de la composici6 corporal
= Parametres metabolics
= Parametres genétics
3.3. DESCRIPCIO DE LA METODOLOGIA
= Parametres clinics
= Parametres antropometrics

= Parametres metabolics

= Parametres genétics

3.4. TRACTAMENT ESTADISTIC DE LES DADES
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3.1. SUBJECTES MOTIU D’ESTUDI

Les poblacions estudiades son d’origen caucasia. Els individus estudiats i les seves
dues generacions prévies procedents de la conca mediterrania. Els individus amb obesitat o
amb diabetis mellitus tipus 2 van ser diagnosticats per el serveis d’endocrinologia de
I’Hospital Universitari Joan XXIII de Tarragona i per I’Hospital Dr. Josep Trueta de
Girona. Les poblacions control es van seleccionar per a cada estudi dins del mateix
ambient que els pacients. Previ consentiment informat, els subjectes varen acceptar la seva
participacid voluntaria en els estudis. Els projectes han estat revisats i aprovats per el

Comité d’Investigacid i Etica d’ambdds hospitals.

3.1.1. ESTUDI 1.
PLASMA LEVELS OF THE SOLUBLE FRACTION OF TUMOR NECROSIS
FACTOR RECEPTOR 2 AND INSULIN RESISTANCE. Diabetes 47:1757-62, 1998.

Poblaci6 Control (n = 16)
Criteris d’inclusio:
- Pes estable al menys tres mesos abans de I’estudi.
- index de massa corporal < 27 Kg/m? (homes).
< 25 Kg/m? (dones)
- Normotensos i Normolipidics.
- Absencia de malaltia sistemica i metabolica, de qualsevol infeccid i de

tractament amb farmacs.

Poblacio Obesa (n=20) (obesitat moderada o de grau Il de Garrow). Diagnosticats
segons I’index de massa corporal (BMI), (Garrow GS, 1985).

Criteris d’inclusio:

- Pes estable al menys tres mesos abans de I’estudi.

- index de massa corporal >30 < 40 kg/m?.

- Abséncia de malaltia sistemica i metabolica (tret d’obesitat), de qualsevol

infeccid i de tractament amb farmacs.
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3.1.2. ESTUDI 2.

POLYMORPHISM OF THE TUMOR NECROSIS FACTOR-a RECEPTOR 2
GENE IS ASSOCIATED WITH OBESITY, LEPTIN LEVELS, AND INSULIN
RESISTANCE IN YOUNG SUBJECTS AND DIET-TREATED TYPE 2 DIABETIC
PATIENTS. Diabetes Care 23:831-37, 2000.

Poblacié Control (n = 107)
Criteris d’inclusio:
- Pes estable tres mesos abans de I’estudi.
- index de massa corporal < 40 Kg /m?.
- Normotensos i Normolipidics.
- Absencia de malaltia sistémica i metabolica (tret d’obesitat), de qualsevol

infeccid i de tractament amb farmacs.

Poblacio amb Diabetis Mellitus Tipus 2 (DM2) (n =110). El diagnostic de
diabetis mellitus tipus 2 es va realitzar segons els criteris del Comité Expert en el
Diagnostic i Classificacié de la Diabetis Mellitus. (Report of The Expert Committee
on the Diagnosis and Classification of Diabetis Mellitus, 1997).

Criteris d’inclusio:

- index de massa corporal <40 Kg/m?.

- Control metabolic estable durant els 6 mesos previs a I’estudi.

- Sense historia de cetoacidosi.

Criteris d’exclusio:

- Malaltia hepatica, neurologica, endocrinologica o altres malalties
sistemiques majors, incluint les neoplasies.

- Historia d’abus de drogues o alcohol, definida com a la ingesta de més de
80g. diaris als homes, i més de 40g. a les dones; o bé activitat sérica de les
transaminases augmentada tres cops el limit normal.

- Creatinina serica elevada.

- Presencia de malaltia cardiovascular aguda durant els 6 mesos previst

I’estudi.
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- Malaltia aguda i evidencia de malaltia inflamatoria o infecciosa cronica o

aguda.

3.1.3. ESTUDI 3.
INTERLEUKIN-6 GENE POLYMORPHISM AND INSULIN SENSITIVITY.
Diabetes 49:517-20, 2000.

3.1.4. ESTUDI 4.
INTERLEUKIN-6 GENE POLYMORPHISM AND LIPID ABNORMALITIES IN
HEALTHY SUBJECTS. J Clin Endocrinol Metab 85:1334-39, 2000.

Poblaci6 Sana (n = 32) (Poblaci6 per I’estudi 3 i 4)
Criteris d’inclusio:
- Pes estable durant al menys tres mesos abans de I’estudi.
- index de massa corporal < 40 Kg /m?.
- Abséncia de malaltia sistemica i metabolica (tret d’obesitat), de qualsevol

infeccid i de tractament amb farmacs.
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3.2. RECOLLIDA DE DADES ENTRE TOTS ELS ESTUDIS

PARAMETRES CLINICS

= Dades de filiacio (nom, adreca i telefon)

= Edat

=  Sexe

= Pes

= Alcada

= [ndex de massa corporal (BMI, “body mass index”)
=  Grau d’obesitat
= Tensio arterial

= Historia familiar de diabetes mellitus tipus 2

PARAMETRES ANTROPOMETRICS (AVALUACIO DE LA COMPOSICIO
CORPORAL)

» Rao Cintura-Maluc (WHR, “waist-hip ratio”)

= Plec bicipital (BSF, biceps skinfold thickness™)

= Plec tricipital (TSF, (“triceps skinfold thickness”)

=  Plec subescapular (SSF, “subscapular skinfold thickness™ )

=  Plec abdominal (ASF, “abdominal skinfold thickness”)

= Area muscular del brag (MAMA, “mid-arm muscle area”)

= Circumferencia muscular del brag (MAMC, “mid-arm muscle circumference”)
= Massa grassa i percentatge de massa grassa (FM, “fat mass™)

= Massa magra (FFM, “fat free mass”)

PARAMETRES METABOLICS

=  Nivells de Glucosa

= Nivells d’Insulina
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= Nivells de colesterol total

= Nivells de lipoproteines de molt baixa, baixa i alta densitat (VLDLC, LDLC i
HDLC)

= Nivells de triglicérids i VLDL-triglicérids

= Nivells d’acids grassos lliures (FFA, “free fatty acids”)

= Nivells d’hemoglobina glicosidada (HbAlc)

= Nivells de les fraccions solubles dels receptors 1 i 2 del TNF (STNFR1,
STNFR2 0 STNFRS)

= Nivells de interleucina 6 (IL-6)

= Nivells de leptina

= Nivells de globulina (CBG) i globulina glicosidada transportadora de cortisol

= Formula leucocitaria i recompte de cél-lules blanques

= [ndex de sensibilitat a la insulina (S;) i efectivitat de la glucosa (Sg)

= Areasota la corba d'insulina i de glucosa (AUCinsyiina i AUCglucosa)
PARAMETRES GENETICS
= Analisi de la regi6 3’ no traduida (3’UTR) del gen del receptor 2 del factor de
necrosi tumoral alfa

= Analisi del polimorfisme de restricci6 G>C a la posiciéo — 174 del gen de la

Interleucina 6
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3.3. DESCRIPCIO DE LA METODOLOGIA
3.3.1. PARAMETRES CLINICS
3.3.1.1. Index de Massa Corporal (BMI)
L’index de massa corporal equivalent a I’'index de Quetelet (Quetelet LAS, 1869) és

un parametre clinic que esta en funcioé del pes i de I’alcada de I’individu. Es calcula segons

la formula:

BMI = pes (Kg) / alcada’® (m)

3.3.1.2. Grau d’Obesitat
Es diferencien quatre grups segons el BMI (Garrow GS, 1985):

- Normopés o grau de Garrow : BMI < 25 Kg/m?

- Sobrepés o grau | de Garrow : BMI entre 25 i 29.9 Kg/m?

- Obesitat moderada o grau Il de Garrow : BMI entre 30 i 39.9 Kg/m*
- Obesitat morbida o grau 111 de Garrow: BMI > 40 Kg/m?

3.3.1.3. Determinacio de la Tensi6 Arterial

Es determina entre les 8 i 9 hores del mati, amb I’individu assegut i després de 5
minuts de repos. S’utilitza un esfingomanometre de mercuri. EI primer i cinqué sorolls de
Korotkoff foren els indicadors de la pressié arterial sistolica (TAS) i la diastolica (TAD),
respectivament. La xifra de la tensio arterial calculada per a cada individu va ser la mitjana

de tres lectures amb tres minuts d’interval entre elles.
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3.3.2. PARAMETRES ANTROPOMETRICS. AVALUACIO DE LA
COMPOSICIO CORPORAL

Per avaluar la composici6 corporal (grassa corporal total i musculatura esqueletica)

es van utilitzar dos métodes:

- Les mesures antropométrigues.

- L'analisi de la impedancia bioeléctrica.

3.3.2.1. Mesures Antropometriques

El material tecnic es compost de:
- Bascula clinica estatica de plataforma amb tallimetre que permet determinar
el pes i I’alcada de I’individu de forma consecutiva .
- Cinta métrica flexible, calibrada en mil-limetres.
- Lipocalibrador Lipocaliper de Holtain®, (Cambridge, Regne Unit), utilitzat
per a la mesura dels plecs cutanis.
- Monitor de composicié corporal Holtain BC Analyser, per analisi de la

impedancia bioeléctrica.

a) Rad Cintura/Maluc (WHR)

D’acord amb Vague (Vague J, 1947), la rao cintura/maluc (WHR) es calcula de

la forma seguent:

WHR = Circumferencia de la cintura / Circumferéncia del maluc
Circumferencia de la cintura

Es determina la circumferéncia més estreta possible a nivell periumbilical.

Aquesta mesura és la que esta més correlacionada amb el risc cardiovascular i la
reserva pancreatica. (Kohrt WM, 1993) i (Weidner MD, 1995).
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Circumferéncia del maluc

Estant I’individu aixecat i amb roba interior, es determina la circumferéncia

més amplia a nivell dels glutis.

b) Mesura dels Plecs Cutanis

Es mesuren amb un lipocalibrador tipus Holtain®, (Cambridge, Regne Unit) el
qual exerceix una pressié constant de 10g/mm? S’ha utilitzat sempre el mateix
aparell per a totes les mesures, amb una aproximacié de 2 mm. Per tal d’evitar el

biaix interobservador, totes les mesures les ha fet el mateix individu.

Metode:

- Previ a I’acte de pessigar, cal localitzar el punt anatomic exacte amb I’ajuda de
la cinta metrica.

- El plec es pren amb els dos dits separats aproximadament 8 centimetres.
S’aixeca la pell 1 centimetre i es manté fins la mesura.

- Els bracgos del lipocalibrador es mantenen en posicio horitzontal per tal d’evitar
un biaix de la mesura. Es comprimeix la pell i es llegeix al cap de com a minim
dos segons d’haver comencat a pessigar. S’agafa una fiabilitat en la lectura de
0.1 mm.

- En el comput final s’agafa la mitjana de tres lectures consecutives.

Plec bicipital:
El subjecte d’empeus, relaxat i amb les mans mirant cap endavant, es pessiga
en la linia mitja en la zona anterior del biceps i un centimetre més alt que el plec del

biceps. La direccio del plec és vertical.
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Plec tricipital:
El subjecte d’empeus, flexiona el bra¢ 90° per poder localitzar el punt. Exten el
brag i es pessiga en la linia mitja en la zona posterior en el punt mig entre I’acromi i

I’olécran. La direccid del plec és vertical.

Plec subescapular.
El subjecte d’empeus amb els bragos paral-lels al cos. Es pessiga en la zona
immediatament inferior a I’angle de I’escapula. El plec és oblic, formant 45° amb la

linia horitzontal i seguint les linies dels plecs de la pell.
Plec abdominal.

El subjecte d’empeus amb els bracos lleugerament separats. Es pessiga en la
regi6 adjacent al melic en direccio vertical.

¢) Area Muscular del Brag (AMB)

Agquest parametre és un index de massa muscular (Ricart W, 1993). S'ajusta a

I’equacio:

AMB = CMB?/4x0.313

CMB: Circumferencia Muscular del Brag
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3.3.2.2. Impedancia Bioeléctrica

Aquesta técnica aprofita el fet de qué un corrent eléctric d’alta freqiiéncia i de
baix voltatge i intensitat es condueix de forma diferent segons el teixit. EI corrent
no atravessa amb la mateixa facilitat el teixit gras, el muscular o un fluid com
I’aigua cosa que es coneix com resistencia bioléctrica. Mitjangcant un monitor de
composicio corporal Holtain BC Analyser es van determinar la massa grassa (kg)
(FM), el percentatge de massa grassa (%) i la massa magra (kg) (FFM).

3.3.3. PARAMETRES METABOLICS

Despreés d’un deju de com a minim 12 hores, a primera hora del mati es procedeix a
I’extraccié de mostres sanguinies mitjangcant una Unica puncié a la vena antecubital amb un
sistema d’extraccio al buit (Vacutainer®, Becton Dickinson, USA). Les mostres de sang

venosa es van recollir i processar de forma diferent segons les determinacions a realitzar.

1.- Mostres de sérum per a les determinacions dels parametres lipidics (colesterol total,
VLDLc, LDLc i HDLec, triglicerids, VLDL-triglicerids), leptina i la forma glicosidada

de la globulina transportadora de cortisol. Es centrifuguen a 3.000 g a 4°C i el

sobrenedant es crioperserva en al.liquotes a — 70°C fins les determinacions
corresponents.

De la mateixa forma es tracten les mostres per a les determinacions seriques de glucosa
i d’insulina durant els dos tests de tolerancia a la glucosa. Les determinacions d’aquest

dos parametres pero, es realitzen de forma immediata a I’extraccié del sobrenedant.

2.- Mostres de plasma per a les determinacions de sSTNFRs, nivells d’IL-6 i globulina

transportadora de cortisol, es van recollir en un tub amb EDTA com anticoagulant.
Immediatament es centrifuguen a 3.000 g i a 4°C i del sobrenedant es fan al.liquotes i
es conserven a — 70°C fins les determinacions. La resta es destina a I’extraccié de DNA

per les determinacions dels parametres genétics.
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3.- Mostres de sang total per a la determinacié de I’hemoglobina glicosidada, de la formula

leucocitaria i del recompte de cel.lules blanques.

3.3.3.1. Determinacio de la Resisténcia a la Insulina

a) Test de la Tolerancia Oral a la Glucosa (OGTT)

El test es va practicar segons les recomanacions més recents del Comité Expert
en el Diagnostic i la Classificacio de la Diabetis Mellitus (Report of The Expert
Committee on the Diagnosis and Classification of Diabetis Mellitus, 1997).
Despres de 12 hores en deju I’individu ingereix una concentracid de glucosa de
75g, moment que s’estableix com a temps 0. S’obtenen mostres sanguinies als 30

minuts, 60, 90 i 120 minuts per a determinar nivells serics de glucosa i d’insulina.

Calcul de I’area sota la corba de glucosa i d'insulina

Es calculen per el métode trapezoidal a partir de les determinacions dels seus
nivells de glucosa i insulina durant el test OGTT. En la representacid grafica es
situen en abscisses els intervals de temps entre dues extraccions (30 minuts) i en
ordenades els valors de la variable (glucosa o insulina). EI métode consisteix en
sumar les arees dels trapezoides formats pels intervals de temps entre dues
extraccions consecutives, com a alcada del trapezoide, i els valors de la variable

consecutius com a bases d’aquests.

b) Test de Tolerancia Intravenosa a la Glucosa de mostreig freqiient
(FSIVGTT)

Aquest test requereix 72 h. d’abstinéncia de cafeina i alcohol, i tres dies sense

practicar exercici fisic amb una dieta de com a minin 300 g de carbohidrats / dia.

S'extrauen mostres bassals als minuts -15 i -5, abans de comengar el test. Al cap
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d'un minut (temps zero) s'injecten 300 mg/kg de glucosa. Als 20 minuts s'injecten
en forma de bolo, 0.03 U/kg d'insulina el qual es seguit durant 3 hores de freqlients
mostreigs de les concentracions circulants de glucosa i insulina a temps 0 fins a 180

minuts.

Técnica del model minim

Al patr6 de concentracions es van aplicar models matematics d'acord amb el
programa informatic MINMOL (Bergman RN, 1987) per al calcul aproximat de
I’index de sensibilitat a la insulina (S; o eliminaci6 de la glucosa mediada per la
insulina) i I’efectivitat de la glucosa (Sg 0 capacitat de la cél-lula per a estimular la
seva propia captacio per les cél-lules). L’index per sota de 2 x 10 uU/ml x min.
indica severa resisténcia a la insulina, mentre que valors de 5 x 10* uU/ml x min.

s’observen en subjectes normals.

3.3.3.2. Determinacio de Glucosa

Els nivells de glucosa serica durant els dos tests de tolerancia a la glucosa es
van determinar per el métode enzim — colorimetric de la glucosa oxidasa en un
Analitzador Beckman Synchron CX9 Clinical System ALX. El coeficient de

variaci6 va ser de 1.9 %.

3.3.3.3. Determinacio d’Insulina

Els nivells d’insulina sérica durant els dos tests de tolerancia a la glucosa es
van determinar mitjancant un assaig immunoradiometric, seguint les recomanacions
del Kit (IRMA; Medgenix Diagnostics, Fleunes, Belgica). Es tracta d’una tecnica
no competitiva on la mostra amb I’antigen que es vol determinar s’incuba amb un
anticos fixat a la paret del tub. S’afegeix un segon anticos marcat amb un radinucli
(tracador) per tal de formar un “sandwitch” on, la quantitat de tragcador retingut

augmenta aixi com augmenta la quantitat d’antigen. El tragador utilitzat va ser 112,
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El complexe radioactiu es va comptar en un comptador gamma. El limit de deteccio
més baix va ser 4.0 mU/I. Els coeficient de variacio intra-assaig va ser de 5.2% a
una concentracio de 10 mU/l i 3.4% a 130 mU/I, i els inter-assaig van ser 6.9% i
4.5% a 14 i 89 mU/I, respectivament.

gamma

Anticos 2
+ Radiondclid Comptador
Antigen @

Anticosl |

Principi de I'IRMA.

3.3.3.4. Determinacio del Colesterol Total

El colesterol seric total i el de totes les fraccions es va determinar en un
analitzador Beckman Synchron CX9 Clinical System ALX per la tecnica enzim-
colorimétrica a punt final que es basa en la reaccié de la colesterol esterasa,

colesterol oxidasa i peroxidasa.
3.3.3.5. Determinacio de les Lipoproteines VLDLc, LDL-ci HDLc

Les VLDL colesterol es van obtenir per el metode d’ultracentrifugacio
convencional a 45.000g. Les HDLc es van precipitar amb una soluci6 salina de
polietilenglicol 6000 (PEG 6000). El subfraccionament en HDL, i HDLj3 va ser
mitjancant la precipitacié a concentracions diferents de polietilenglicol (Kostner
GM, 1985).

Les LDLc es van calcular per la formula:

LDLc = Colesterol Total — (VLDLc + HDLc)
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3.3.3.6. Determinaci6 de Triglicérids i VLDL — Triglicérids

Els triglicerids totals i els de la fraccié de les VLDL es van determinar en un
analitzador Beckman Synchron CX9 Clinical System ALX per el métode enzim-
colorimetric de la reaccidé de la glicerolfosfat-oxidasa i peroxidasa (Wahlefeld AW,
1974) .

Els VLDL-triglicérids es van mesurar després de ser aillats amb una

ultracentrifugacio a 45.000 g.

3.3.3.7. Determinacio d’Acids Grassos Lliures (FFA)

Es van determinar enzimaticament, amb acid oléic com a estandar

(BioMerieux, Marcy-I’Etoile, France).

3.3.3.8. Determinacid de Nivells de I’Hemoglobina glicosidada (HbAlc)

L’hemoglobina glicosilada (HbA1) es va determinar per cromatografia d’alta
resolucié en un cromatograf Hi-Auto Alc Analyzer®, model HA-8121 (Kyoto
Daiichi, Jap0). La fracci6 HbAL indica les concentracions mitjanes de glucosa

durant el cicle vital dels eritrocits. Els coeficients de variacid van ser < 4%.

3.3.3.9. Determinacio de les Fraccions Solubles dels Receptors 1 i 2 (STNFRL,
STNFR2) del TNFa. i dels Nivells d’IL-6

En qualsevol dels casos es van determinar per enzimimmunoassaig de
sensibilitat amplificada, técnica “sandwich” seguint les recomanacions del
proveidor del Kit (EASIA, BioSource Europe, Fleunes, Belgica). EI métode es basa

en un sistema oligoclonal en el qual s’usa una placa de microtitulacié recoberta
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d’un conjunt d’anticossos monoclonals dirigits contra diferents epitops del antigen,
i un segon anticos monoclonal unit a un enzim que catalitza una reaccié de
coloracid. La quantitat de producte es medeix per un canvi de color en un lector de
plaques de microtitulacio, i és directament proporcional a la quantitat d’antigen. En
les determinacions de les STNFRs, en els dos casos la concentracio minima
detectable és de 0.1 ng/ml. Els coeficients de variacié intra-inter assaig son < 7 i <
9% respectivament. EI TNFo no interfereix en I’assaig i no existeixen reaccions
creuades entre STNFR1 i STNFR2. En el cas de la IL-6, la concentracido minima
detectable és de 2 pg/ml, els coeficients de variacio intra-inter assaig son < 6 i <
8% respectivament. Les fraccions solubles de la IL-6 i les del gpl30 no

interfereixen en I’assaig.

@ Substrat
E Producte Colorejat

Anticos 2

Antigen @

Anticos 1 |

Principi de ’EASIA

3.3.3.10. Determinacio de Leptina

Es va determinar per radioimmunoassaig (RIA) seguint les recomanacions del
Kit (Linco Research, Inc. Missouri, USA). El RIA és una tecnica analitica
competitiva ja que esta basada en el comportament competitiu de I’antigen i el
tracador radioactiu (antigen marcat) per unir-se al mateix anticos, de forma que en
absencia d’antigen tot el complex que es forma és radioactiu, i en augmentar la
quantitat d’antigen, aquest desplaca al tracador del complex i es forma menys
complex radioactiu. EI complex es separa de la resta de la mostra i es compta la

radioactivitat. El tracador radioactiu utilitzat va ser 1'*°

—Leptina humana . El
complex radioactiu es precipita amb polietilenglicol i es compta en un comptador

de radiacions gamma. El limit més baix de deteccid és de 0.5 ng/ml. Els coeficients
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intra-inter assaig son < 7 i < 8% respectivament. No presentava reaccio creuada
amb la proinsulina, insulina o0 amb el glucago.
Ag + Ac +tAg < (Ag-Ac) + (Ag-Ac)

Principi del Radioimmunoassaig. Sistema d’equilibri Antigen, Anticos i Tracador.

Ag: Antigen, Ac: Anticos, i Ag : Tracador.

3.3.3.11. Determinacié de Globulina Transportadora de Cortisol (CBG) i la

seva forma Glicosidada

La globulina transportadora de cortisol es va determinar segons el
radiimmunoassaig desenvolupat per Pugeat (Pugeat M, 1989).

Per la determinacié de la forma glicosidada, mostres de serum van ser sotmeses
a una absorcio de sefarosa ConA.

3.3.3.12. Foérmula Leucocitaria i Recompte de Cel-lules Blanques

Es van determinar per els tests de rutina del laboratori mitjancant un Coulter
Electronics (ABBOTT Diagnostic Division, Illinois, USA).

3.3.4. PARAMETRES GENETICS
3.3.4.1. Extracci6 de I’Acid Desoxirribonucgid (DNA)
Per a I’extracci6 del DNA de les cél-lules blanques es va utilitzar el Kit
QlAamp DNA Blood Mini Kit (Quiagen, Alemanya) seguint les recomanacions del
proveidor. El producte final resultant és DNA genomic. El rendiment d’aquesta

técnica és de 100-500 ng/pl.

a) Quantificacio i puresa del DNA.
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Fonament:

Els nucleotids en solucié absorbeixen a la regié de I’espectre de la llum
ultraviolada (UV) amb un maxim d’absorci6 al voltant de una longitud d’ona de
260nm. Les proteines també ho fan a UV pero més a 280nm que a 260nm.

Els acids nucleics van ser quantificats i estimada la seva puresa per
espectofotometria, mesurant la seva absorcio a 260 i a 280nm i comparant els
resultats amb els obtinguts en una solucié pura, on la relacid entre Aggo i Az que
ens dona la puresa de la mostra ha de ser de 1,8.

Per a calcular la concentracio de DNA es parteix de la base de que una solucio

amb una absorbancia de 1 conté aproximadament 50 pug de DNA per ml.

index de puresa. Aogo / Aogo
Concentracio DNA pg/ml = Agg X 50

Un cop quantificat es conserva a 4°C o congelat a — 20°C.

3.3.4.2. Analisi de la Regi6 3’ no Traduida del Gen del TNFR2

La zona a estudiar comprén del nucleotid 501 al 692 (NCBI. GenBank,
numero d’accés:U52165) dins de la regi6é 3’ no traduida del gen.
L’ analisi d’aquesta regio es va fer utilitzant la tecnica d’analisi de conformacié

de cadena Unica o SSCP (Single Strand Conformation Polymorphisms).

Fonament:

Desenvolupada al 1989 (Orita M, 1989) és un dels métodes de rastreig de
mutacions mes utilitzats. El principi es basa en aplicar una electroforesi a un
fragment de DNA amplificat i desnaturalitzat, en un gel no desnaturalitzant. Fer
correr una Unica cadena de DNA per aquests tipus de gels permet interaccions
intramoleculars. Ja que el DNA no migra com una cadena linear en el gel de SSCP,
la mobilitat del DNA esta influida tant per la mida del fragment com per

I’estructura terciaria (conformacid) que ha adoptat. La conformacié del fragment
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de cadena unica depén de la seva sequiéncia nucleotidica. Si existeix una mutacio,

la conformacio és alterada, la mobilitat del fragment en el gel també.

Procediment:
1.- Amplificacié mitjancant la Reaccié en Cadena de la Polimerasa (PCR) del
fragment de la regié 3° UTR que volem analitzar.
La PCR és una técnica per a I’amplificacié selectiva “in vitro” (d’una magnitud
de 10° copies) de seqiiéncies especifiques de DNA limitades pels oligonucleotids
cebadors. ElI metode de la PCR va ser elaborat per Mullis al 1987 (Mullis K,
1987).
Es van dur a terme en un termociclador GeneAmp PCR System 9700 (PE ABI,
Foster City, USA).
Els cebadors que es van utilitzar van ser (NCBI.Genbank, nombre d’accés:
U52165):
Sequeéncia cebador amb sentit: 5> AGG ACT CTGAGG CTCTTCT 3”
Sequencia cebador antisentit: 5> TCA CAG AGA GTC AGGGACTT 3’
El volum final de reaccio6 va ser de 50 pl i contenia:100 ng de DNA mostra, 1.2
mM MgCl,, 50 mM KCI, 10 mM de Tris-HCI pH 8.4, 0.2 mM de cada dNTPs
(Roche Molecular Biochemicals, Germany), 1 unitat de Tag DNA polimerasa
(GibcoBRL, Carsbad, USA), i 0.2 uM de cada cebador (GibcoBRL, Carsbad,
USA).
El DNA es va amplificar durant 35 cicles amb una desnaturalitzacié a 94°C
durant 30 segons, acoplament de cebadors a 66°C durant 30 segons i extensio a
72°C, 30 segons. Finalment es sotmet a una extensio a 72°C durant 7 minuts.
La mida del fragment amplificat és de 191 parells de bases (pb.).

2.- Visualitzacid del fragment amplificat en un gel d’agarosa.
L’ obtencié de gels d’agarosa es realitza a base de fondre la quantitat d’agarosa
desitjada (en funcié de la concentracio final del gel) en un tampé adequat, i fusio
de la mescla fins obtenir una solucié clara i homogenia. Es deixa refredar i

s’afegeix el colorant bromur d’etidi que s’intercala entre les bases dels
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nucleotids del DNA i permet visualitzar-lo com a banda de color taronja sota la
llum ultraviolada. L’agarosa fosa es tira en un motlle de metacrilat amb una
pinta que formara els pous on es dipositara el DNA amplificat i es deixar
solidificar. Per la visualitzacio directa de la situacio del DNA al gel, al producte
amplificat incorporem el colorant blau de bromofenol.

Aquest tipus de gels es sotmeten a electroforesi horitzontals sota un camp
electric de direcci6 constant.

La concentracio del gel per a visualitzar la banda de la regié amplificada de 191
pb. va ser a 1%. Es va mesclar 1g. d’agarosa (Gibco BRL, Carsbad, USA )amb
50 ml del tamp6 TBE. L’electroforesi va ser a 100 V durant 15 minuts. La banda
es va contrastar amb el marcador de mida coneguda Marker VIII (Roche

Molecular Biochemicals, Alemanya).

3.- Desnaturalitzacio del producte amplificat.
Per a la molecula del DNA la configuracid nativa és una doble helix i parlem
d’un estat desnaturalitzat quan passa a ser de cadena Unica.
A un volum de 2-4 ul de producte amplificat (segons el rendiment de la PCR) es
va afegir 20 pl de la solucid desnaturalitzant que contenia: 91% de formamida i
9% de blau de bromofenol i xilencianol. Per tal de desnaturalitzar les dobles

cadenes de DNA, la mescla es calenta a 96°C durant 10 minuts.

4.- Electroforesi en gel no desnaturalitzant de poliacrilamida (PAGE).

El poder de resolucio dels gels de poliacrilamida és extremadament alt.
S’utilitzen en una configuracié vertical i a un voltatge constant. EIs monomers
d’acrilamida es polimeritzen en cadenes llargues com a conseqiiéncia d’una
reaccio que s’inicia en preséncia de radicals lliures, aportats per el persulfat
amoni i estabilitzats per TEMED (GibcoBRL, Carsbad, USA). Quan s’incorpora
la bisacrilamida, les cadenes s’uneixen i determinen la porositat del gel.

La concentracio del gel d’acrilamida va ser al 12% (acrilamida/bisacrilamida
(GibcoBRL, Carsbad, USA) en proporcié 30:1). L’electroforesi va ser a 120 V

durant 17 hores i a temperatura ambient.
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5.- Revelat del gel.
El revelat del gel va ser amb tincio de plata. Es va utilitzar: acid nitric 1%
(Merck, U.S.A), solucié de plata al 0.2% (Merck, U.S.A), soluci6 de carbonat
sodic (formaldehid 37% i carbonat sodic 0.28M (Merk, U.S.A)), acid acétic 10%
(Merck, U.S.A) i glicerol 10% (Merck, U.S.A) per aquest ordre citat.
Els analisis de SSCP van mostrar 3 patrons de bandes diferents, tal com mostra

la figura 9.

6.- Sequienciacio automatica en capil-lar dels patrons de bandes.
La sequenciacid0 automatica consisteix en una PCR ciclica, on els
dideoxinucleotids estan marcats amb quatre fluorocroms de diferent color, i en
una electroforesi en gels en fins capil-lars per on es separen els fragments segons
la seva longitud. El nucleotid queda determinat quan el flurocrom es excitat per
un laser al final de I’electroforesi. L’analisi de les senyals rebudes a I’ordenador

permet establir la seqiiéncia del fragment a estudi.

Figura 9: Patr6 de bandes que caracteritza a les variants A1, A2 i A3 en la regio
3’UTR del gen del TNFR2. Gel acrilamida-bisacrilamida 30:1 al 12%.
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Per tal de caracteritzar les variants, es va extraure el DNA de les bandes que
formaven els patrons variables al gel amb el Kit QUIAEX Il Gel extraction Kit
(Quiagen, Alemanya) seguint les recomanacions del proveidor. El DNA es va
sequenciar amb el Kit BigDye Terminator Cycle Sequencing (ABI, Foster City,
USA) i amb un seqtienciador model DRA 373A (ABI, Foster City, USA) seguint
les recomanacions del proveidor.

La seqlienciacio automatica va revelar 3 variants genetiques, A1, A2 i A3, amb
mutacions puntuals als nucleotids 593, 598 i 620 que es corresponien amb els 3
patrons de bandes anomals al gel. A més a més, amb la seqlenciacio es va

determinar una nova variant A4. (taula 4)

Taula 4: Variants genétiques de la regié 3’UTR del gen del TNFR2 ( 593A>G;
598T>G; 620T>C), determinades per SSCP (A1,A2 i A3) i per

sequenciacio automatica (A4).

VARIANTS | Nucleotid | Nucleotid | Nucleotid
593 598 620
Al G T T
A2 A T C
A3 A G T
A4 A T T

3.3.4.3. Analisi del Polimorfisme Genétic —174 G>C del Gen de la I1L-6

Es tracta d’una transversié G>C a la posicio — 174, dins del promotor del gen
de la IL-6. Aquest canvi produeix un polimorfisme del tipus de fragments de
restriccié de longitud polimorfica i es va estudiar per el metode d’analisi de

fragments de restriccio de longitud polimorfica (RFLP).

Fonament:
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Els enzims de restricci6 es purifiguen d’una gran varietat de bacteries.
S’uneixen especificament al DNA de doble cadena i el fraccionen (digestié del
DNA) per llocs especifics 0 zones adjacents a una seqliencia particular denominada
diana de restriccio. Els fragments de diferent longitud resultants es poden analitzar
per electroforesi.

Ocasionalment les mutacions creen o destrueixen dianes de restriccio al DNA

cosa que permet detectar-les per enzims de restriccio.

Procediment:

1- Amplificacié mitjancant la Reaccié en Cadena de la Polimerasa (PCR) del
fragment del gen de la IL-6 que conté el polimorfisme.
Els oligonucleotids cebadors van ser (Genbank, nombre d’accés: AF048692):
Sequiencia cebador amb sentit: 5 TGA CTT CAGCTT TACTCTTTG T 3’
Sequiéncia cebador antisentit: 5 CTG ATT GGA AAC CTT ATT AAG 3’
El volum final de reacci6 va ser de 50 ul i contenia:100 ng de DNA mostra, 3
mM MgCl,, 50 mM KCI, 10 mM de Tris-HCI pH 8.4, 0.2 mM de cada dNTPs
(Roche Molecular Biochemicals, Alemanya), 2 unitats de Tag DNA polimerasa
(GibcoBRL, Carsbad, USA), i 0.2 uM de cada oligonucleotid cebador
(GibcoBRL, Carsbhad, USA).
El DNA es va amplificar durant 30 cicles amb una desnaturalitzacio a 94°C
durant 30 segons, acoplament de cebadors a 55°C durant 30 segons i extensio a
72°C, 30 segons. Finalment es sotmet a una extensio de 72°C, 7 minuts. La mida

del fragment amplificat és de 198 parells de bases.

2- Visualitzacié del fragment amplificat en un gel d’agarosa al 2% tenyit amb
bromur d’etidi. Electroforesi a 60 V durant 15- 20 minuts. Marcador de mida

coneguda Marker VII1 (Roche Molecular Biochemicals, Alemanya).
3- Digestié del fragment amplificat amb I’enzim de restricci6 Sfa N | (New

England BioLabs, Beverly, USA) segons les condicions recomanades per el

proveidor.
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4- Visualitzacio dels fragments de digestié en un gel d’agarosa d’alta resolucid

(permet una millor resolucio de les bandes) al 2,5% i per tinci6 amb bromur
d’etidi. Electroforesi a 60 V durant 20 minuts.
Es va detectar un polimorfisme dial.lelic, on la presencia de la banda de 198 pb.
correspon a I’al.lel A1 o C (abséencia de diana de restriccio) i la de les bandes de
1401 58 pb. a I’al.lel A2 o G (presencia de la diana de restriccio). Les bandes es
van contrastar amb el marcador de mida coneguda Marker V111 (figura 10).

Figura 10: Polimorfisme —174G>C del gen de la IL-6. Gel d’agarosa al 2,5%
1: Marcador de mida molecular, 2-10: Mostres
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3.4. TRACTAMENT ESTADISTIC DE LES DADES.

L’analisi estadistic es va realitzar utilitzant dels paquets estadistic BMDP
(BioMedical Package) i SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) (versio 6.0).

PROVES ESTADISTIQUES REALITZADES.

- Proves d’ajust a la corba de Gauss de totes les variables: prova de Shapiro-Wilks. Les
variables que no es distribueixen de forma Gausiana, es transformen logaritmicament per

tal d’adquirir la normalitat.

- Estadistica descriptiva. Mitjana i Desviacio estandar per a les variables quantitatives.

- Prova “t” d’Student-Fisher (previa comprovacié de la homogeneitat de les variances
mitjancant la prova “F” de Fisher-Snedecor) per la comparacié de mitjanes de variables

quantitatives amb dos categories.

- Prova de Ji-quadrat amb la correcci6 de Yates (quan va ser necessari) 0 prova exacta de

Fisher, per a la comparacio de variables qualitatives.

- Analisi unidireccional de la varianca (comprovant primer I’homogeneitat de les variances
mitjancant la prova “F” de Fisher-Snedecor), per a I’estudi de comparacions de mitjanes

de dos variables quantitatives amb més de dos categories.

- Analisi de correlacio. Coeficients de correlacié de Pearson.

- Regressio lineal mdltiple per a variables dependents quantitatives i independents
qualitatives o quantitatives. Métode Stepwise. El coeficient de regressié generat per

aquest analisi indica la pendent de I’associacié entre la variable dependent i la

independent especificada, després d’ajustar per altres variables independents del model.
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El model R? representa el percentatge de variacié de la variable dependent que s’explica

per les variables independents incloses en el model.

- Analisi de regressio logistica. Per a I’estudi de variables dependents qualitatives on

participen varies variables independents.

- Calcul de les frequéncies geniques i al-leliques de les poblacions. Acceptant el model
d’heréncia mendeliana dels RFLP’s la combinacio dels al-lels que pertanyen a un locus es
regeix per la llei d’equilibri de poblacions o llei de Hardy-Weinberg (Hardy GH, 1908).
Aquesta llei estableix que, en absencia de factors externs, la frequéncia dels al-lels ha de
ser constant a través de les generacions. Aixi, la poblacié en estudi es divideix en dos
grups: aquells individus que presenten el marcador considerat (frequéncia = p) i els que
no el presenten (freqliencia =(1-p) o q. De la combinacid al-leatoria de dos al-lels, A'i a
(no A), amb freqliencies al-léliques p i g respectivament, i en les condicions d’equilibri
poblacional, resultarien 3 genotips AA, aa i Aa de freqiiéncies p?, g%i 2pq respectivament.

Es compleix que p?+2pq + g = 1.
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ESTUDI 1.
PLASMA LEVELS OF THE SOLUBLE FRACTION OF TUMOR NECROSIS
FACTOR RECEPTOR 2 AND INSULIN RESISTANCE. Diabetes 47:1757-62, 1998.
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Plasma Levels of the Soluble Fraction of Tumor
Necrosis Factor Receptor 2 and Insulin Resistance

José-Manuel Ferndndez-Real, Montserrat Broch, Wifredo Ricart, Roser Casamitjana, Cristina Gutierrez,

Joan Vendrell, and Cristobal Richart

Recent studies have shown that the tumor necrosis fac-
tor (TNF) system is implicated in the insulin resistance
of human obesity. Plasma concentrations of the soluble
fraction of the TNF receptors 1 and 2 (sTNFR1 and
sTNFR2) are thought to reflect the degree of activation
of the TNF system. The purpose of this study was to
explore whether this activation, as measured by the
levels of circulating sTNFR1 and sTNFR2, is associated
with insulin resistance. A total of 19 men (mean age
36.2 + 1.9; BMI 28.8 = 1.2, range 22.2-35.7) and 17 pre-
menopausal women (age 34.9 + 1.4; BMI 28.1 + 0.8,
range 19-37.9) were studied. Men showed higher levels
of plasma sTNFR1 and sTNFR2 than women. However,
obese men showed increased levels of sSTNFR2 but sim-
ilar levels of sTNFR1 in comparison with obese women.
In fact, sSTNFR2 levels correlated with BMI (r = 0.50,
P = 0.002), fat-free mass (FFM) (r = 0.61, P < 0.0001),
and waist-to-hip ratio (WHR) (r = 0.39, P = 0.02), but
not with fat mass or percent fat mass. sSTNFR2 levels
correlated with basal glucose levels (r = 0.45, P = 0.007),
area under the curve (AUC) for glucose during an oral
glucose tolerance test (r = 0.42, P = 0.013), and with the
quotient AUC glucose/log AUC insulin (r = 041, P =
0.015). sTNFR2 also correlated negatively with insulin
sensitivity (S5;), evaluated using the frequently sam-
pled intravenous glucose tolerance test with minimal
model analysis (r = =0.38, P = 0.02). Plasma sTNFR1 lev-
els were not associated with any of these variables.
Because WHR influenced both S; and sTNFR2 levels, we
constructed a multiple linear regression to predict S},
with WHR and sTNFR2 as independent variables. In
this model, both WHR (P = 0.0078) and sTNFR2 levels
(P = 0.025) contributed to 47% of the variance in §,.
In parallel with higher FFM, lean and obese men
showed a lower S; (2.9 0.9 vs. 5.2 + 1.3 min™ . mU - I,
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sis factor receptor; TNF, tumor necrosis factor; TNFR, tumor necrosis fac-
tor receptor; TSF, triceps skinfold thickness; WHR, waist-to-hip ratio.
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P=0.001;and 1.15 + 1.1 vs. 1.8 + 0.8 . min™ . mU . 1"},
P = 0.035, respectively) and higher sTNFR2 levels in
comparison with lean and obese women, respectively.
After controlling for FFM, the correlation between §;
and sTNFR2 levels disappeared, indicating that FFM
was significantly influencing these associations. In
summary, plasma sTNFR2 levels, but not sTNFR1, were
proportional to BMI, WHR, FFM (a well-known con-
founder in the evaluation of insulin sensitivity), basal and
postload glucose levels, and insulin resistance. These
findings support TNF-«a as a system regulating insulin
action in human obesity. Diabetes 47:1757-1762,.1998

n the last years, it has been demonstrated that tumor

necrosis factor (TNF)-a has important effects on

whole-body lipid and glucose metabolism (1,2). Fat tis-

sue is a significant source of endogenous TNF-a pro-
duction, and the expression of this cytokine is elevated in
human obesity in both adipose (3,4) and muscle (5) tissues.
TNF-« actions in obesity appear to occur via an autocrine-
paracrine mechanism in these latter tissues (4,5). Neither
the mechanisms that control this restricted activity nor the
receptor systems that are involved in TNF-a signaling are
clearly understood (6,7). TNF signals through at least two
known cell-surface receptors (6,7) (TNFRs), TNFR1 (p60) and
TNFR2 (p80), that are present in virtually all cells of higher
mammals, including adipocytes. It appears that TNFR1 can
signal for virtually all known activities of TNF, including apo-
ptosis, differentiation, and proliferation. TNFR2 seems to
signal metabolic actions (8,9).

Cytokines circulate bound to a number of binding pro-
teins that appear to alter their clearance rates and/or
enhance their biological activity. Both TNFRs exist also in sol-
uble forms (10-13), apparently derived by proteolytic cleav-
age from the cell-surface forms (14). These soluble TNFRs
(STNFRs) can compete with the cell-surface receptors and
thus block TNF activity, safeguarding against its potentially
harmful effects. However, sSTNFRs affect TNF function also
by stabilizing its activity (15), most likely by preventing dis-
sociation of the homotrimeric TNF molecules (16) to inactive
monomers. It has been suggested that STNFR1 and sTNFR2
represent a buffer system that prolongs the biologic effects
of TNF-a by forming a “slow release reservoir” and impeding
spontaneous denaturation of the cytokine (15).

Limited information is currently available concerning the
effects of the two TNFRs in energy metabolism and glucose
homeostasis. In a recent study, obese women expressed
approximately twofold more TNFR2 mRNA in fat tissue and
approximately sixfold more sTNFR2 in circulation relative
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sTNFR2 AND INSULIN RESISTANCE

to lean control subjects (8). Adipose tissue expression of
TNFR2 strongly correlated with BMI and the level of insu-
linemia. In contrast, no correlation was observed between
any of the metabolic variables that were measured (glucose,
insulin, lipids, BMI) and TNFR1 expression (8). More specif-
ically, TNFRI1 expression and protein levels were similar in
lean and obese subjects. STNFR1 levels correlated with lep-
tin levels independently of BMI in another study (17). In
these latter studies, the relationships among sTNFRI,
sTNFR2, and glucose or insulin resistance were inferred
from isolated plasma levels of glucose and insulin.

TNF-u is a strong candidate for abnormalities in glucose
metabolism, but circulating TNF-a levels are usually not
informative. This is probably due to difficulties in measuring
TNF in plasma, where it normally is in a very low concen-
tration, in the range of picograms per milliliter. Compared with
circulating TNF-o, STNFR1 and sTNFR2 levels remain ele-
vated for longer periods of time and are of more value for
monitoring inflammatory responses (15). Furthermore, STN-
FRs are significantly elevated in plasma, are very stable pro-
teins, and are quite easy to measure.

The purpose of this study was to explore whether activation
of the TNF-a system, measured through the levels of circulat-
ing sSTNFR1 and STNFRZ, is associated with insulin resistance.

RESEARCH DESIGN AND METHODS
Subjects. We studied 36 subjects: 19 men (mean age 36.2 + 1.5, BMI 28.8 + 1.2, range
22.2-35.7) and 17 premenopausal women (mean age 34.9 + 1.4; BMI 28.1 + 0.8, range
19-37.9). Characteristics of the subjects are summarized in Table 1. Inclusion cri-
teria for the subjects were 1) a BMI (weight in kilograms divided by the square of
height in meters) >30 and <40 kg/m® for obese and <27 (for men) or <25 kg/m® (for
women) for lean subjects, 2) the absence of any systemic disease, and 3) the
absence of any infections. None of the subjects were taking any medication or had
any evidence of metabolic disease other than obesity, and all reported that their body
weight had been stable for at least 3 months before the study. All subjects were nor-
ive and normolipemic (data not shown). Because the BMI only provides a
crude measurement of body fatness, some men and women with BMI values <25
kg/m’ had relatively higher levels of body fat, as assessed by bioelectric impedance,
and thus the two subgroups considerably overlapped for body fatness indexes. Meta-
bolic and hormonal data on some of the subjects were reported in two previous pub-
lications (18,19). The protocol was approved by the hospital ethics committee, and
informed consent was obtained from each subject.
Anthrop tric t. All subjects were evaluated, in addition to
BMI, through the following anthropometric parameters: triceps skinfold thickness
(TSF), biceps skinfold thickness (BSF), subscapular skinfold thickness (SSF),
abdominal skinfold thickness (ASF), mid-arm muscle circumference (MAMC), and
mid-arm muscle area (MAMA). TSF, BSF, SSF, and ASF were measured with a skin-
fold caliper (Holtain, Cambridge, U.K.). MAMC and MAMA were calculated as pre-
viously described (20). Values for each variable were expressed as a percentage
of the 50th percentile adjusted by sex and age as obtained from a large sample of
ahealthy population living in the same area covered by our hospital (20). The per-
centage of body fat and fat-free mass (FFM) were measured by bioelectric imped-
ance analysis (Holtain BC Analyser).
Study protocol. An oral glucose tolerance test (OGTT) was performed accord-
ing to the recommendations of the National Diabetes Data Group (21). After a 12-
h overnight fast, glucose was ingested in a dose of 75 g, and blood samples were
collected through a venous catk from an antecubital vein at 0, 30, 60, 90, and
120 min for measurement of serum glucose and insulin. The glucose and insulin
total areas under the curve (AUCs) during the OGTT were determined by the trape-
zoidal method.

For the fr | led intra glucose tol e test (FSIGTT), sub-
jects consumed a weight-maintaining diet containing at least 300 g of carbohydrate
per day and refrained from exertion for 3 days before the test. The subjects also
abstained from caffeine and alcohol for 72 h before the tests. All women had reg-
ular menstrual cycles. FSIGTT and OGTT were performed on days 3-8 of two con-
AM. after an overnight fast. A butterfly needle was inserted into an antecubital vein,
and patency was maintained with a slow saline drip.

Basal blood samples were drawn at —15 and -5 min, after which glucose (300
mg/kg body wt) was injected over 1 min starting at time 0. At 20 min, regular insulin
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(0.03 U/kg) was injected as a bolus. Additional samples were obtained from a con-
tralateral antecubital vein at times 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10, 12, 14, 16, 19, 20, 22, 23,
24, 25, 27, 30, 40, 50, 60,70, 80, 90, 100, 120, 140, 160, and 180 min. Samples were
rapidly collected via a three-way stopcock connected to the butterfly needle.
Analytical methods. The serum glucose level during the FSIGTT was measured
in duplicate by the glucose oxidase method with a Beckman Glucose Analyzer 2
(Brea, CA). The coefficient of variation (CV) was 1.9%. The serum insulin level dur-
ing the FSIGTT was measured in duplicate by monoclonal immunoradiometric assay
(IRMA; Medgenix Diagnostics, Fleunes, Belgium). The lowest limit of detection was
4.0 mU/L The intra-assay CV was 5.2% at a concentration of 10 mU/ and 3.4%at 130
mU/ The interassay CVs were 6.9 and 4.5% at 14 and 89 mU/, respectively.

The Medgenix sTNF-R1 EASIA and sSTNF-R2 EASIA (BioSource Europe, Fle-
unes, Belgium) are solid-phase enzyme-amplified sensitivity immunoassays
performed on microtiter plate. The minimum detectable concentration was esti-
mated to be 0.1 ng/ml and was defined as the sSTNFR1 or sTNFR2 concentration
corresponding to the average of 20 replicates of the zero standard + 2 SDs. The
intra-assay and interassay CVs were <7 and <9%. sTNFR1 EASIA does not cross-
react with sSTNF-R2. TNF-u does not interfere with the assay.

Data analysis. Data from the FSIGTT were submitted to computer programs that
calculate the characteristic metabolic parameters by fitting glucose and insulin
to the minimal model that describes the times course of glucose and insulin con
centrations. The glucose disappearance model, by accounting for the effect of
insulin and glucose on glucose disappearance, provides the parameters 5 (107
per minute per microunit per milliliter) or the insulin sensitivity index, a meas-
ure of the effect of insulin concentrations above the basal level to enhance gl
cose disappearance, and 5; (per minute) or glucose effectiveness, defined as the
effect of glucose itself, at basal insulin, to promote its own disposal through
uptake by mass action into the tissues and through suppression of endogenous
glucose production. The estimation of model parameters was performed accord-
ing to the MINMOD computer program (22).
Statistical analyses. Descriptive results of continuous variables are expressed
as means + SD. Non-Gaussian-distributed variables were log,, transformed to
achieve normality. This applied to insulin sensitivity and sSTNFR2. Relationships
between variables were sought by Pearson's correlation coefficient and step-
wise multivariate linear regression analysis with forward selection. The regres-
sion coefficient generated by this analysis indicates the slope of the association
between the dependent variable and the specified independent variable, after
djusting for other ind dent variables in the model. The SE represents the vari-
ability in this association, and the significance is reflected by the P value. The model
R indicates the percent of the variance in the dependent variable that is
accounted for by the independent variables included in the model. Comparison
of variables across lean and obese men and women was performed by one-way
analysis of variance using Fisher’s test for multiple comparisons. Levels of sta-
tistical significance were set at P < 0.05. All these analyses were performed with
the BMDP statistical package (BMDP Statistical Software, Cork, Ireland).

RESULTS

Tables 1 and 2 summarize the characteristics of the study
subjects at the time of entry into the study. Among the 36
subjects, 4 men and 3 women (all obese) had impaired glu-
cose tolerance (IGT), whereas 29 had normal glucose tol-
erance (NGT), as judged by the OGTT. No significant dif-
ferences were found in STNFR1 or sTNFR2 levels between
obese subjects with NGT or IGT. Exclusion of these partic-
ipants from the subsequent analyses resulted in little
change, so they were retained in the analyses to increase sta-
tistical power.

Influence of sex and body composition. Overall, com-
pared with women, men showed increased levels of plasma
STNFRI1 (1.65 + 0.22 vs. 1.44 + 0.26 ng/ml, P = 0.019) and
STNFR2 (3.3 + 0.5 vs. 2.66 + 0.47 ng/ml, P = 0.001). Lean men
showed increased levels of sSTNFR1 and sTNFR2 in com-
parison with lean women (Table 2). Obese men showed
increased levels of sSTNFR2 but similar levels of sSTNFR1
compared with obese women (Table 2).

Obese men and women showed levels of STNFR1 similar
to that of lean men and women, respectively (NS). In contrast,
sTNFRZ was higher in obese men and women than in lean
control men and women (P = 0.023 and 0.045, respectively).
In fact, STNFR2 correlated with BMI (r = 0.50, P = 0.002), FFM
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TABLE 1
Anthropometric and clinical characteristics of the study subjects
Characteristics Lean men Lean women Obese men Obese wonien
9 T 10 10
Age (vears) 3456 33.7+6.3 W= 47 35+8.1
B;\II (kg/m*) 244 = 1.7 198+ 1.6 3272 32327
Waist (cm) 88=16 LT+ 114 1059 =78 107.1 £ 9.7
“’HR 0.98 = 0.04 0.85 £ 0.05 0.99 = 0.06 0.98 + 0.01
Fat mass (kg) 1328+ 7.8 11.15 £ 3.2 30.56 = 8.9 33.42 = 6.2
Body fat (%) 17.51 = 9.4 19.95 + 3.7 30.16 = 6.2 39.29 £ 5.6
FFM (kg) 61.94=0.1 43947 69.9 £ 7.7 512+ 48
TSF (%) 108.2 £ 355 90.2 = 21.6 178.1 = 6S.3 153.2 = 25.4
SSF (%) 1123 =17 73.04 £ 21 219 £ 59.7 213.9 = 20.9
ASF (%) 109.5 = 28.8 71225 176.4 = 35 172.1 £ 35.2
MAMC (%) 102.7 = 6.4 100.19 £ 5.9 112.6 = 10.3 119.9 = 10
MAMA (%) 106.2 = 13.4 100.6 = 12.2 127.8 = 235 144.7 £ 23.3

Data are means = SD.

(r=0.61, P<0.0001; Fig. 1), and WHR (»=0.39, P = 0.02) but
not with fat mass or percent fat mass. STNFR2 also correlated
positively with MAMC and MAMA (both r = 0.61. P < 0.0001;
Fig. 1), two indicators of the muscle compartment. In a mul-
tiple linear regression in a stepwise manner to predict
sTNFR2, with FFM and sex as independent variables, only
FFM predicted STNFR2 (P = 0.04), contributing to 39% of the
variance in STNFR2.

Insulin sensitivity. STNFR2 levels correlated with basal
glucose levels (= 0.43, P = 0.007) and with AUC glucose dur-
ing the OGTT (r = 0.42, P = 0.013). This latter relationship
improved when subjects with IGT were excluded from the
analyses (r = 0.75, P < 0.0001; Fig. 2). An association was
observed between STNFR2 levels and the quotient AUC glu-

- cose/log AUC insulin (r =0.41,'P = 0.015). sSTNFR2 also cor- -~ -

related negatively with S, (r= -0.38, P = 0.02; Fig. 3). Because
WHR influenced both S; and STNFR2 levels, we constructed
a multiple linear regression to predict S,. with WHR and
sTNFR2 as independent variables. In this model. both WHR
(P =0.0078) and STNFR2 (P = 0.025) levels contributed to 47%
of the variance in S,

In parallel with higher FFM, lean and obese men showed a
lower S (P =0.001 and 0.035, respectively) and higher sSTNFR2
levels in comparison with lean and obese women, respectively
(Table 2). After controlling for FFM, the correlation between
S;and sTNFR2 disappeared, indicating that FFM was signifi-
cantly influencing these associations.

DISCUSSION

TNF-«is a candidate mediator of insulin resistance in obesity.
as it is overexpressed in the adipose and muscle tissues of
rodents and humans and because it blocks the action of
insulin in cultured cells and whole animals (3-5,23,24). Weight
loss caused by dietary treatment of obesity results in a signi-
ficant decrease in the amount of TNF-« expression in adipose
and muscle tissues (3-3). The induction of insulin resistance
is mediated through its ability to produce serine phosphoryl-
ation of insulin receptor substrate 1, decreasing the tyrosine
kinase activity of the insulin receptor (25). In a recent study.
obese mice with a targeted null mutation in the gene encod-
ing TNF-a were spared from obesity-induced deficiencies in
insulin receptor signaling in fat and muscle tissues {26).
Thecorrelation between basal and postload serum glucose
levels and sTNFR2 may suggest that both glucose and
SsTNFR2 might be regulated by the same obesity-related sig-
nal. In fact, increased expression of TNF-« strongly correlates
with the level of hyperinsulinemia (4) and the glucose dis-
posal rate during the euglycemic clamp technique (5).
Because TNF-w is a strong inducer of TNFR2 expression in
adipocytes (8) and other cell types (27), the negative corre-
lation between insulin sensitivity and sTNFR2 might be
attributed to increased TNF-a action in situations of insulin
resistance. Here we describe, for the first time, to our knowl-
edge, a relationship between insulin action and plasma
sTNFR2 concentration.

TABLE 2
Biochemical variables of the study subjects

Lean men Lean women P value Obese men Obese women Pvalue
Fasting glucose (mmol/1) 5.31 = 0.48 458 £0.33 NS 5.77 £ 0.53 543125 NS
Fasting insulin (mU7) 8.27+25 5.7x153 NS 15988 12152 NS
Glucose AUC (mmol1) 7.31£0.6 5.95 = 1.83 NS 106 £ 2.7 88+3.6 NS
Insulin AUC (mU/1) 69.1 £27.9 483253 NS 114.1 £ 50 82.6 514 NS
S (min™ - mU - 1I"Y) 2.98+0.9 5.26 = 1.36 - 0.001 L1511 1.8+08 0.035
sTNFRI (ng/ml) 1.68 £ 0.12 1.38 £ 0.31 0.034 1.62 £ 0.28 1.48 £ 0.22 NS
sTNFR2 (ng/ml) 3.07 = 0.45 238 +0.39 0.014 3505 2.79 £ 0.46 0.003

Data are means = SD. S, was derived from the frequently sampled intravenous glucose tolerance test with minimal model analysis.
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FIG. 2. Linear correlation between circulating sTNFR2 levels and
AUC glucose after an OGTT in subjects with NGT.

between sSTNFR2 and WHR has been found in this report. This
correlation could merely reflect the degree of insulin resis-
tance found in abdominal obesity, but we have demonstrated
that both WHR and sTNFR2 independently predict insulin sen-
sitivity in a multiple regression analysis. On the other hand,
abdominal obesity is a well-known cardiovascular risk. In this

sense, the correlation between sTNFR2 and AUC glucose is
B - ;i%ill:JU1 in concordance with recent finding in young postinfarction
. patients, in whom TNF-« correlated with fasting and postload
4,5 . glucose levels (28). Furthermore, circulating sSTNFR2 levels
were three times greater in patients with ischemic heart dis-
ease in a recent study (29).

The sTNFRs are present constitutively in serum at con-
centrations that increase significantly in both inflammatory and
noninflammatory disease states (30). The effect of these pro-
teins may differ, however, depending on their concentration
at the site of TNF action, the relation of their concentration to
the local concentration of TNF, and the rates at which the sTN-
FRs and TNF are cleared from the site of TNF action in rela-
tion to the decay of TNF activity (15). Thus, the TNFRs may
in some situations inhibit the effects of TNF, in others, serve
as carriers for TNF, and in some cases they may even augment
the effects of TNF by prolonging its function (15).
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FIG. 1. Linear correlations between circulating sTNFR2 levels and FFM 3 " — & o
(A) and between sSTNFR2 and MAMC (B). o= . —
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We found differences in sSTNFR2 but not in sTNFR1 levels 2 N
between obese and lean subjects. These findings are identi- s

cal to those described by Hotamisligil et al. (8). However, the
differences were less marked, probably because in that
study, obese women had a significantly higher mean BMI (39
kg/m®). Adipose tissue TNFR2 expression was also associated
with WHR in the latter study (8), and a similar relationship
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FIG. 3. Linear correlation between sTNFR2 and the S, derived from the
FSIGTT with minimal model analysis.
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The increased levels of STNFR2 in lean and obese men
(with significantly increased FFM) in comparison with lean
and obese women, and the correlations between sTNFR2
with BMI and FFM itself, suggest that circulating sSTNFR2 is
produced not only by the adipocyte but also possibly by the
muscle. This hypothesis is supported by the correlations
between two markers of the muscle compartment (MAMC
and MAMA) and sTNFR2. Increased expression of TNF-«
has been demonstrated at the muscle tissue (5). Because
this latter tissue is the main target for insulin-stimulated glu-
cose disposal (31,32), FFM constitutes, among other factors,
a determinant of insulin sensitivity (33). In fact, a good cor-
relation between FFM and insulin sensitivity was observed in
our patients (r = —0.40, P = 0.02). On the other hand, gender-
related differences in insulin sensitivity have been well char-
acterized (34-38). Women are more insulin sensible despite
higher fat mass than men, and this is thought to be related to
differences in FFM metabolism (34-38). Because TNF
expression is variably increased with increased adiposity
and is decreased with decreased adiposity (3), this variabil-
ity could be partially explained by differences in FFM. It is
tempting to speculate that the association between FFM and
STNFR2 might be attributed to increased production by the
muscle of sTNFR2, leading to stabilization of TNF-u
homotrimers, thus resulting in insulin resistance at the level
of the adipocyte. This latter hypothesis would explain the dif-
ferences in STNFR2 in parallel with FFM and insulin sensi-
tivity. Favoring this hypothesis, we have observed increased
(two- to threefold) plasma levels of STNFR1 and sTNFR2 in
myopathies in parallel with insulin resistance (J.M.F-R., J.M.
Gomez, J.M. Matos, W.R., J.V,, unpublished observations).

On the other hand, increased lean body mass leads to
increased insulin sensitivity under many circumstances, such
as after endurance or strength training. However, insulin uti-
lizes a phosphatidylinositol-3-kinase—dependent mechanism,
whereas the exercise signal is initiated by calcium release
from the sarcoplasmic reticulum leading to the activation of
other signaling intermediaries (39). Indeed, the hypogly-
cemic response to insulin is only slightly affected by the level
of training (40).

In summary, plasma sSTNFR2 but not sSTNFR1 levels were
proportional to BMI, WHR, FFM (a well-known confounder
in the evaluation of insulin sensitivity), basal and postload glu-
cose levels, and insulin resistance. These findings support
TNF-w as a system regulating insulin action in human obesity.
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Polymorphism of the Tumor Necrosis
Factor-oa Receptor 2 Gene Is Associated
With Obesity, Leptin Levels, and Insulin
Resistance in Young Subjects and
Diet-Treated Type 2 Diabetic Patients
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OBJECTIVE — Mice lacking the tumor necrosis factor-a receptor 2 (TNFR2) gene fed a high-
fat diet gain less weight and display reduced leptin and insulin levels. In humans, plasma levels
of the soluble fraction of TNFR2 (sTNFR2) circulate in proportion to the degree of insulin resis-
tance. The purpose of this study was to evaluate a polymorphism in the 3’ untranslated region
of the TNFR2 gene on chromosome 1 in relation to BMI, leptin levels, and insulin resistance.

RESEARCH DESIGN AND METHODS — Using single-strand conformation poly-
morphism, the polymorphism was analyzed in 107 nondiabetic subjects (60 women, 47 men)
and in 110 consecutive patients with type 2 diabetes (79 women, 31 men). In a subset of 33
healthy subjects, insulin sensitivity (minimal model analysis) was also evaluated.

RESULTS — Four alleles of the TNFR2 gene were identified (Al, A2, A3, and A4). BMI and
serum leptin levels were significantly increased in young carriers of the A2 allele. Plasma
STNFR2 levels were similar among the different TNFR2 gene variants. However, in subjects
who did not carry the A2 allele, in young subjects, and in women, plasma sTNFR2 levels were
proportional to BMI and leptin levels. In the study sample, carriers of the A2 allele (n = 18)
showed significantly increased BMI, fat mass, waist-to-hip ratio, serum total and VLDL triglyc-
eride levels, and leptin levels and had a lower insulin sensitivity index than noncarriers of the
A2 variant (n = 15). The frequency of the different alleles among diabetic subjects was similar
to that in the control population. However, diet-treated diabetic subjects (n = 49) who were car-
riers of the A2 allele exhibited significantly higher BMI and leptin levels than diet-treated non-
carriers of the A2 allele.

CONCLUSIONS — The presence of the A2 allele in the TNFR2 gene may predispose sub-
Jects to obesity and higher leptin levels, which may in turn predispose them to insulin resis-
tance or vice versa. The TNFR2 gene may be involved in weight-control mechanisms.
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necrosis factor-o (TNF-ot) plays a key role

in mediating insulin resistance as a result of
obesity (1-7). In numerous rodent models
(1,2,7) of obesity-diabetes syndromes, TNF-x
is overexpressed in the adipose and muscle
tissues compared with tissues from lean ani-
mals. TNF-a blocks the action of insulin in
cultured cells and in whole animals (1,2,7).
The induction of insulin resistance is medi-
ated through its ability to produce serine
phosphorylation of insulin receptor substrate 1
(7), which decreases the tyrosine kinase
activity of the insulin receptor (2,7). Neu-
tralization of TNF-a in obese fa/fa rats by
intravenously administering a soluble TNE-
a receptor-1gG chimeric protein or by using
a replication-incompetent adenovirus 5 vec-
tor to endogenously express a TNF-a
inhibitor gene substantially improved insulin
sensitivity and restored the tyrosine kinase
activity in fat and muscle (1,2). Recent stud-
ies have shown that mice lacking expression
of the TNF-a ligand with a targeted null
mutation in the gene encoding TNF-a were
spared from obesity-induced deficiencies in
insulin receptor signaling in fat and muscle
tissues (8,9).

TNF-a signals through at least 2 known
cell-surface receptors (TNFRs): TNFR1 (p55)
and TNFR2 (p75) (10). In a recent study,
mice lacking TNFR2 (p75~/") that were fed
ahigh-fat diet consistently gained less weight
and displayed reduced insulin levels as an
expression of improved insulin sensitivity
than wild-type mice (11). The levels of cir-
culating leptin were modulated by TNFR
genotype. Male p75™~ mice that were fed
chow had the lowest levels of plasma leptin
after 4 and 18 h of fasting. High-fat-fed
p75~'~ mice were the only mice to display a
decrease in leptin levels with increased fast-
ing time (11). In another study in ob/ob mice,
the absence of p55 caused a significant
improvement in insulin sensitivity. A p75
deficiency alone did not affect insulin sensi-
tivity but potentiated the effects of p55 defi-
ciency in animals lacking both TNFRs (12).

Increasing evidence exists that tumor
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Table 1—Characterization of variants in 3' UTR (exon 10) of the TNFR2 gene and frequency
of these variants in type 2 diabetic patients and in nondiabetic subjects

Frequency
Nucleotides Allele Variant Nondiabetic subjects Diabetic patients
593-598-620 G-TT Al 0.57 0.61
593-598-620 A-T-C A2 0.34 035
593-598-620 A-G-T A3 0.07 0.04
593-598-620 A-TT A4 0.005 0.004

Serum leptin concentrations were mea-
sured by radioimmunoassay in samples
obtained after an overnight fast (Linco
Research, St. Charles, MO). The lower limit
of detection is 0.5 ng/ml. Intra- and interas-
say coefficients of variation were <7 and
<8%, respectively. The radioimmunoassay
for leptin does not cross-react with human
proinsulin, insulin, or glucagon.

Plasma levels of sSTNFR2 were deter-
mined by a solid-phase enzyme-amplified
sensitivity immunoassay (EASIA) per-
formed on a microtiter plate (Medgenix
sTNF-R2 EASIA) as described elsewhere
(23). The intra- and interassay coefficients
of variation were <7 and <9%, respec-
tively. The sSTNFR2 EASIA does not cross-
react with sTNFR1. TNF-a does not
interfere with the assay.

Detection of the TNFR2 3’ UTR
polymorphism by single-strand
conformation polymorphism
Polymerase chain reaction and single-
strand conformation polymorphism
analysis. A total of 250 ng genomic DNA
was amplified with specific flanking
primers for the 3' UTR of TNFR2 (191
base pair fragment) (36,37). Primer 1 was
as follows: 5" AGGACTCTGAGGCT
CTTTCT 3'. Primer 2 was as follows: 5’
TCACAGAGAGTCAGGGACTT 3'. Poly-
merase chain reaction (PCR) conditions

and then placed directly on ice. Samples
were then loaded onto a 12% acry-
lamide:bis (28:1) gel (without glycerol, at
room temperature, 100 V constant for 17 h)
and subsequent silver staining.

DNA sequencing. PCR analysis was per-
formed under the same conditions as
described above. DNA fragments were elec-
trophoresed on 1% agarose gel (Life Tech-
nologies) purified with a QUIAEX 1T Gel
Extraction Kit (Qiagen, Hilden, Germany)
and sequenced using a Taq Dye Terminator
Cycle Sequencing Kit (Perkin Elmer, Nor-
walk, CT) and a model DRA 373A
sequencer (Perkin Elmer).

Variations in the 3’ UTR region
(exon 10) of the TNFR2 gene

A total of 3 electrophoretic patterns were
detected in the region of exon 10 that was
explored by PCR and single-strand confor-
mation polymorphism analysis. DNA frag-
ments with variable patterns were
subsequently analyzed by direct sequenc-
ing, Two sequence variants (A3 and A4)
were ascribed to 1 electrophoretic pattern,
and a total of 4 sequence variants were
identified. Characterization of the 4 vari-
ants are summarized in Table 1. To avoid a

Table 2—Characteristics of the study population

Ferndndez-Real and Associates

misclassification of the studied population,
all subjects with a possible A3 vs. A4 vari-
ant according to the electrophoretic pattern
were sequenced, and we obtained a very
low frequency of the A4 variant (0.004) in
the whole population (Table 1).

Statistical analyses

Descriptive results of continuous variables
are means + SD. Non-Gaussian distrib-
uted variables were log,, transformed to
achieve normality. This applied to serum
leptin, insulin sensitivity, serum triglyc-
erides, VLDL triglycerides, and sTNFR2.
Comparison of variables across several
groups of subjects was performed by 1-way
analysis of variance using Fisher’ test for
multiple comparisons. Relationships
between variables were determined by
Pearson’s correlation coefficient and step-
wise multivariate linear regression analysis
with forward selection. The- regression
coefficient generated by this analysis indi-
cates the slope of the association between
the dependent variable and the specified
independent variable after adjusting for
other independent variables in the model.
The SEM represents the variability in this
association, and the significance is
reflected by the P value. The model R?
indicates the percentage of the variance in
the dependent variable that is accounted
for by the independent variables included
in the model. In the subgroup of subjects
that were metabolically characterized, a
logistical regression analysis was performed
as follows: BMI was categorized as 0 or 1
according to the values below (0) or above
(1) the median for the group of men and
women, separately. TNFR2 variants were
considered to be 0 in non-A2 subjects and

were 3 min at 93°C followed by 35 cycles Nondiabetic subjects Subjects with type 2 diabetes
consisting of 94°C for 30 sec, 56°C for 30 characteristic Non-A2 A2 P Non-A2 A2 p
sec, and 72°C for 30 sec with a final
extension at 72°C for 9 min. PCR analysis " 47 60 - 45 65 -
was performed in 25 pl of final volume Men/women 21726 26/34 NS 16/29 15/50 NS
con[aining 05 umo]f[ of each pr’lmer‘ 0.2 Age (years) 428=x12 443115 NS 59.1+89 580+98 NS
umol/l of each dNTP, 1.2 mmol/l MgCl,,  Variant
and 1 U Taq DNA polymerase (Life Tech- ~ Al/Al 36 38
nologies, Gaithersburg, MD). Al/A2 42 51

Atotal of 3 pl of each amplificate was ~ AZ/A2 14 12
mixed with 15 pl of denaturing loading dye ~ AL/A3 8 6
(98% formamide, 9.8 mmol/l Tris-Base, 8.9 ~ AZ/A3 4 2
mmol/l boric acid, 0.2 mmol/l EDTA, 6% A3/A3 2 .
glycerol, 0.05% bromophenol blue,0.05% _ Al/A4 1 1
xylene cyanol) heated to 96°C for 10 min  Data are n or means £ SD.
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Table 3—Influence of age and sex on the variables

BMI (kg/m?) Leptin (ng/ml)
“A2allle  Non-A2 A2-allle  Non-A2
carriers allele P carriers allele P
Younger subjects  27.8+517 257+43 0032 156=11 95+89 <0.05
Older subjects 28.1+47 28146 NS 213+192 131297 <0.05
Men 26846 27 £4.07 NS 8+£53 72271 NS
Women 285+49 2675 0.04 22.1+17 14+98 <0.01

Data are means + SD

1 in subjects with the A2 allele. Insulin sen-
sitivity index was also categorized as 0 or 1
according to the values below (0) or above
(1) the median for the group of men and
women separately and was considered the
dependent variable. Levels of statistical sig-
nificance were set at P << 0.05. All of these
analyses were performed with the BMDP
statistical package (Cork, Ireland).

RESULTS — The frequency of the vari-
ants in type 2 diabetic patients and nondia-
betic subjects is shown on Table 1. Table 2
summarizes the characteristics of the study
subjects at the time of entry into the study.

We observed a trend for higher BMI
(29.9£5.3vs. 27.6 + 4.9 kg/m?, P = 0.08)
and significantly higher leptin levels (22.8
+ 8.3 vs. 18.6 + 15.7 ng/ml, P = 0.01) in
women homozygous for the A2/A2 variant
(n = 16). For this reason, we divided our
population into carriers of the A2 allele
(A2/A2, A1/A2, and A2/A3) and non-A2
carriers (Al/A1, AI/A3, A3/A3, and Al/A4)
according to the presence or absence of the
A2 variant.

Age and sex significantly influenced
the results (Table 3). Younger subjects with
the A2 allele (n = 61) showed significantly
increased BMI and leptin levels versus sub-
jects with the non-A2 allele (n = 48). Older
A2 subjects showed similar BMI and
increased leptin compared with non-A2
carriers. However, the latter differences
were ascribed to an increased proportion of
women among A2 carriers. When the
study was performed separately according
to sex, A2 women showed increased BMI
and leptin levels compared with non-A2
women. In contrast, A2 men showed BMI
and leptin levels similar to non-A2 men.

Similar findings were observed when
the analysis was performed with nondia-
betic or diabetic subjects. However, in the
latter subjects, the differences were mainly
observed in diet-treated patients (n = 49).
A2 diet-treated diabetic subjects exhibited

significantly higher BMI (29.2 + 4.6 vs.
264 + 3.6 kg/m?, P=0.038) and leptin lev-
els (142 £ 9.1 vs. 84 + 6.8 ng/ml, P <
0.05) than non-A2 diet-treated diabetic
patients (Fig. 1). In patients receiving oral
hypoglycemic agents (n = 24) or insulin
(n =37), these differences were not observed.

Plasma sTNFR2 levels were measured
in 76 subjects randomly selected (50% dia-
betic subjects, 50% control subjects).
Plasma sTNFR2 levels positively correlated
with age (r = 0.66, P < 0.0001, n = 76)
(Fig. 2). The sTNFR2 levels were higher in
younger men than in younger women
(3.28 £ 0.63 vs. 2.82 + 0.67 ng/ml, P =
0.026), and these differences were lost in
older subjects. Plasma sSTNFR2 levels were
similar among A2 and non-A2 carriers.
However, in non-A2 carriers, plasma
sTNFR2 concentration was proportional to
BMI (Pearson’s r = 0.48, P < 0.01) and lep-
tin levels (r = 0.48, P < 0.01). These asso-
ciations were even stronger in non-A2
women (r=0.55, P=0.015, and r= 0.65,
P < 0.01, for BMI and leptin, respectively).
On the contrary, these associations were
lost among A2 carriers.

30

20

In a multiple linear regression analysis
conducted in a stepwise manner to predict
leptin levels with BMI, age, sex, diabetes
status, and TNFR2 gene variants as inde-
pendent variables, the latter predicted lep-
tin levels (P = 0.04) independently of BMI
(P < 0.0001), age (P = 0.0001), and sex
(P = 0.0003), which contributed to 49%
of its variance.

Table 4 summarizes the characteristics
of this subgroup of subjects (9 A2 women
and 9 non-A2 women). A2 subjects
showed significantly increased BMI, fat
mass, WHR, serum triglycerides, VLDL
triglycerides, and leptin levels and a lower
insulin sensitivity index (Table 3) than
non-A2 carriers. The differences were
more marked among women. Again,
plasma sTNFR2 levels correlated with BMI
in non-A2 subjects (r = 0.73, P < 0.01)
but not in A2 carriers (r = 0.36, P = NS).
In a logistical regression analysis, both
BMI (P = 0.04) and TNFR2 polymor-
phism (P = 0.02) independently predicted
insulin sensitivity.

CONCLUSIONS — We have identified
a polymorphism in the TNFR2 gene on
chromosome 1 that was associated with
higher BMI and leptin levels in nondia-
betic subjects and diet-treated type 2 dia-
betic patients. In contrast with the
nondiabetic subjects, the diabetic patients
treated with oral hypoglycemic agents or
insulin were not found to differ in BMI
according to the polymorphism of the
TNFR2 gene. Potential differences among
these patients may possibly have been
masked by their concomitant hypergly-
cemia and its treatment.

1

‘ Non-A2 variant ]

1 Al-variant |

Figure 1—Differences in BMI according to the TNFR2 gene variants among diet-treated type 2 dia-

betic subjects
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Figure 2—Linear association between plasma sTNFR2 and age in all subjects.

The TNFR2 A2 allele could have been
expected to be more frequent in subjects
with type 2 diabetes than in nondiabetic
subjects. However, heterogeneity of type 2
diabetes and the transversal design of our
study constitute important confounders in
interpreting these results. Our findings are
somewhat limited by the relatively small
study size, but they are consistent with
experimental studies and human physiol-
ogy. At this time, we can only speculate
about the different activity of TNFR2
according to the different TNFR2 gene vari-
ants that leads to differences in weight-
control mechanisms.

The polymorphism in the 3" UTR seg-
ment of the TNFR2 gene may encompass
mRNA destabilizing signals, thus affecting
mRNA stability and leading to a reduction
in the abundance of TNFR2 mRNA in adi-
pose or skeletal muscle. Nevertheless, the
polymorphisms in the TNFR2 gene may
possibly represent markers for yet another
susceptibility gene in this region that could
be the basis for the observed associations.
In this sense, a single-gene rodent mutation
(diabetes) and a quantitative trait locus
(dietary obese 1) mapped to the midpor-
tion of mouse chromosome 4 have been
related to obesity and/or insulin levels. Syn-
teny relationships place their putative
human homologs on 1p31 and on 1p35
through p31, respectively, which are very

close to the TNFR2 gene location (on chro-
mosome 1p36.2) (36-38). In this respect,
our findings agree with those of Chagnon
et al. in the Quebec Family Study (39). In
that report, suggestive linkages between
several microsatellite markers from 1p32 to
p22 and for BMI, fat mass, and fasting
insulin were found. In fact, chromosome 1
is one of the few chromosomes showing at

Ferndndez-Real and Associates

least 3 putative loci related to obesity in
both arms (40).

Of interest is the relationship between
sTNFR2 levels and BMI and between
sTNFR2 and leptin in subjects in whom the
TNFR2 gene variants determined differences
in BMI and leptin. Plasma sTNFR2 concen-
tration is believed to be a surrogate of previ-
ous TNF-a action because TNF-at selectively
upregulates the 75-kDa TNFR (41). The
STNFR2 levels were proportional to BMI and
leptin in young subjects but not in older
subjects. The sTNFR2 levels were propor-
tional to BMI and leptin in women, who
were the subjects in whom the TNFR2 gene
variants marked more differences in BMI and
leptin. Interestingly, the attenuation of body
weight in p75™ mice was sex specific (11).
Finally, sSTNFR2 levels were proportional to
BMI and leptin among non-A2 subjects. One
may be tempted to speculate that, when the
leptin-TNF-a axis feedback is functioning
(i.e.,in non-A2 subjects), the result is a lower
BMI and concomitantly lower leptin levels.
In our hypothesis, subjects with a disrupted
leptin—TNF-e axis (A2 subjects and older
individuals) would be prone to higher BMI
and leptin levels with disproportionally
higher sSTNFR2 levels. In our study sample,
both BMI (r = 0.19, P = 0.007) and leptin
levels (r=0.25, P < 0.01) correlated with age
as previously reported (27). Researchers have
previously noted that the relationship
between fat content and leptin is disrupted in
elderly subjects and thus possibly contributes
to the obesity that occurs with age (27).

Table 4—Anthropometric and biochemical variables of nondiabetic subjects (selected subgroup)

Variable \ Non-A2 subjects A2 subjects P

n 15 18 NS
Age (years) 366+65 3477 NS
BMI (kgfmz) 246+53 30.7+48 0.002
WHR 094+ 0.05 1.00 £ 0.06 0.014
Fat mass (kg) 1842 £ 10.7 273127 0.04
Systolic blood pressure (mmHg) 118.7+13.9 125372 NS
Diastolic blood pressure (mmHg) 69+12.3 76.8+9.8 NS
AUC glucose during OGTT (mmaol/) 81x36 B837+25 NS
AUC insulin after OGTT (mU/) 58.5£26.5 89.4+48 0.04
Insulin sensitivity (min - mU~! - 171) 3717 19£13 0.003
Cholesterol (mmol/1) 485+0.8 531 NS
LDL cholesterol (mmol/1) 33093 38x09 NS
HDL cholesterol (mmol/) 1.20 £ 042 1.07 £0.21 NS (0.07)
Triglycerides (mmol/1) 0.95+0.42 1.52+0.75 0.012
VLDL triglycerides (mmol/) 0.52+037 09406 0.02
Serum leptin (ng/ml) 1018 18+12.3 0.03
Plasma sTNFR2 (ng/ml) 201058 296 +0.68 NS

Data are n or means + SD. AUC, area under the curve; OGTT, oral glucose tolerance test.
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An important finding of our study was
that the TNFR2 gene variants were associ-
ated with insulin sensitivity independently
of BML. Subjects with the A2 allele showed
several characteristics of the insulin resis-
tance syndrome: increased WHR, postglu-
cose load insulin levels, and hypertriglyc-
eridemia in association with a lower
insulin sensitivity index. The A2 allele
would constitute one of the few genotype
markers for insulin resistance. Whether
the latter is a cause or consequence of an
impaired leptin-TNF-a axis is only a mat-
ter for speculation. In different animal
models, leptin administration increased
insulin sensitivity both under fasting con-
ditions and in the presence of hyperinsu-
linemia at clamped glucose and also
increased glucose utilization by 30%
(42—44). In humans, leptin is involved in
sex-related differences in insulin sensitiv-
ity: women are more insulin sensitive than
men despite increased fat mass (45). The
increased insulin sensitivity of women is
perhaps the result of downregulation of
TNF-a induced by leptin.

Plasma levels of sSTNFR2 have been
described to circulate in proportion to the
degree of insulin resistance in young non-
diabetic subjects (21). However, we did
not detect differences in sSTNFR2 levels
among the different TNFR2 gene variants.
We cannot exclude that age, diabetes sta-
tus, or diabetes complications affect metab-
olism or clearance of sSTNFR2 and thus
lead to disproportionate plasma sTNFR2
levels. Moreover, we cannot exclude that
other factors may have influenced our
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Brief Genetics Report

Interleukin-6 Gene Polymorphism and

Insulin Sensitivity

José-Manuel Ferndndez-Real, Montserrat Broch, Joan Vendrell, Cristina Gutiérrez, Roser Casamitjana,

Michel Pugeat, Cristobal Richart, and Wifredo Ricart

Type 2 diabetes and the insulin resistance syndrome
have been hypothesized to constitute manifestations of
an ongoing acute-phase response. We aimed to study an
interleukin-6 (IL-6) gene polymorphism in relation to
insulin sensitivity (IL-6 is the main cytokine involved in
an acute-phase response). Subjects homozygous for the
C allele at position -174 of the IL-6 gene (SfaNI geno-
type), associated to lower plasma IL-6 levels, showed
significantly lower integrated area under the curve of
serum glucose concentrations (AUC,.,,.) after an oral
glucose tolerance test, lower blood glycosylated hemo-
globin, lower fasting insulin levels, lower total and dif-
ferential white blood cell count (a putative marker of
peripheral IL-6 action), and an increased insulin sensi-
tivity index than carriers of the G allele, despite similar
age and body composition. A gene dosage effect was
especially remarkable for AUC, .. (6.4 vs. 9.3 vs.
9.7 mmol/l in C/C, C/G, and G}é individuals, respec-
tively). The serum concentration of fully glycosylated
cortisol binding globulin (another marker of IL-6
action), suggested by concanavalin A adsorption, was
lower in C/C subjects than in G/G individuals (32.6 + 2.9
vs. 37.6 = 4.6 mg/l, P = 0.03). In summary, a polymorphism
of the IL-6 gene influences the relationship among
insulin sensitivity, postload glucose levels, and peripheral
white blood cell count. Diabetes 49:517-520, 2000

t has been hypothesized that type 2 diabetes and the
insulin resistance syndrome are partly a manifesta-
tion of an ongoing acute-phase response (1,2). This
hypothesis is based on the findings of increased blood
concentrations of markers of the acute-phase response,
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including C-reactive protein, serum amyloid-A, «-1 acid gly-
coprotein, sialic acid, and cortisol (1-4).

Interleukin (IL)-6 is a pleiotropic cytokine involved in the
regulation of the acute-phase reaction, immune responses,
and hematopoiesis. Plasma IL-6 levels are elevated in type 2
diabetic patients, particularly in those with features of the
insulin resistance syndrome (1,2). Although the concentra-
tions of multiple components of the acute-phase response
increase together, not all of them increase uniformly in all
patients. These variations indicate that the components of the
acute-phase response are individually regulated, and this
may be explained in part by differences in the pattern of pro-
duction of specific cytokines (5). Recently, it has been
reported that a polymorphism in the 5" flanking region of
the IL-6 gene alters the transcriptional response to stimuli
such as endotoxin and IL-1 (6).

In addition to its role in acute-phase response, IL-6 has
been recently shown to be released by adipose tissue, and this
release is greater in obese subjects, especially in those with
a higher waist-to-hip ratio (7). Furthermore, IL-6 increases
postprandially, in parallel to glucose and insulin levels, in
the interstitial fluid of subcutaneous adipose tissue (8). This
increase suggests that IL-6 might modulate adipose glucose
metabolism in the fed state.

A G/C polymorphism of the IL-6 gene at position —174 has
been found to be associated with different transcription
rates. Specifically, subjects with the C/C genotype showed
lower plasma IL-6 levels compared with G/C or G/G subjects
(6). Given the higher IL-6 levels found in patients with the
insulin resistance syndrome and the possible role of IL-6 in
postprandial adipose glucose metabolism, we aimed to study
the G/C polymorphism of IL-6 in relation to postload glucose
levels and insulin sensitivity.

Anthropometric and biochemical characteristics of the
subjects at the time of entry into the study are shown in
Table 1. The sample of 32 subjects was divided into two
groups on the basis of IL-6 genotype. Of the subjects, 21 had
a G at position —174 of the IL-6 gene: 13 heterozygous (C/G)
and 8 homozygous (G/G). There were 11 subjects homozygous
for the presence of C at this position.

Subjects homozygous for the C allele, associated with
lower plasma levels of IL-6 in a recent study (6), were simi-
lar in age, sex, BMI, fat mass, and waist-to-hip ratio in com-
parison with carriers of the G allele (Table 1). However, these
subjects showed significantly lower fasting insulin levels and
an increased insulin sensitivity index than carriers of the
G allele (Table 1). The integrated area under the curve of
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TABLE 1
Anthropometric and biochemical variables of the study subjects

played significantly lower total and differential WBC count in
comparison with carriers of the G allele. Insulin sensitivity
significantly correlated with peripheral WBC count (r =

Variable C/C  GICandG/G P _gy4g p_(,001), neutrophil count (r = -0.50, P = 0.001), and
i 1 21 _ lymphocyte count (r = -0.34, P = 0.02).
Meii/woiieti 5/6 10/11 NS Plasma levels of glycosylated cortisol binding globulin
Age (years) 368+86 37567 Ns  (CBG)were notsignificantly different among groups of sub-
BMI (kg/m?) 272 + 5.7 287+ 5.1 NS jects. However, C/C homozygous individuals showed signifi-
Fat mass (kg) 238+125 249+99 NS cantly lower plasma glycosylated CBG (32.6 + 2.9 vs. 37.6 £
Fat-free mass (kg) 58 + 15.1 56.4 + 11.7 NS 4.6 mg/l, P = 0.03) than G/G individuals.
Waist-to-hip ratio We describe here that a polymorphism of the IL-6 gene at
Een ggg & ggg (l]gi B ggg gg position —174 is associated with insulin resistance, postload
omen ! + U - B .
h : . glucose levels, and with two markers of putative IL-6 action,
Diastolic blood pressure  70.5+54 775127  0.059 comparing constructs of the 5' flanking region of I-6 in a
(mmHg) luciferase reporter vector transiently transfected into He La
Fasting glucose (mmoll) 492043 556+099 0051 cells,the-174 C construct showed lower expression than the
Fasting insulin (mU/1) 82+28 127+ 7.7 0.02  —174 G construct (6). This different transcription rate was sup-
AUC glucose during 6.4+ 1.2 95+33 0.001  ported by the in vivo observation that IL-6 levels were lower
OGTT (mmol/) in normal subjects with the C/C genotype (6). From our find-
AUC insulin during 69.1 +30.6  93.7x7L7 NS ings, it could be speculated that those individuals with the G
OGTT (mUN) allele would be prone to develop insulin resistance and
Ir(‘sni][']“ Sn‘;‘{‘]f'}t“l'}f-‘i’ 349£16  227+18 0016  jpcreased plasma markers of the acute-phase response. The
HbA,, (%) 1625024 5182066  0.002 mechanism by which IL-6 would induce insulin resistance is

Data are means = SD. AUC, area under the curve; OGTT, oral glu-
cose tolerance test.

serum glucose concentrations (AUC y,..s.) after an oral glu-
cose tolerance test (Fig. 1) and blood glycosylated hemoglo-
bin were significantly lower in these subjects (Table 1) in the
presence of nonsignificantly different integrated insulin lev-
els. A gene dosage effect was especially remarkable for
AUC, 000 (6.4 v5. 9.38 vs. 9.7 mmoll in C/C, C/G, and G/G indi-
viduals, respectively) despite similar age, BMI, fat mass, and
fat-free mass among these groups.

We measured peripheral white blood cell (WBC) count
and used it as a marker of peripheral IL-6 action. As shown
in Table 2 and Fig. 2, subjects homozygous for the C allele dis-

unknown. The M value (a measure of insulin sensitivity),
obtained using a euglycemic-hyperinsulinemic glucose
clamp, was significantly lower in the patients with cancer that
displayed increased circulating IL-6 levels (9). IL-6 stimu-
lates the release of ACTH. In fact, higher cortisol levels, a well-
known inducer of insulin resistance, are described in type 2
diabetic patients with the insulin resistance syndrome (1).
However, it should be kept in mind that cytokines operate
both as a cascade and as a network and can regulate the
production of other cytokines and cytokine receptors (5). In
this sense, perhaps the increased production of IL-6 is merely
reflecting the actions of other cytokines more closely
involved in insulin resistance, such as tumor necrosis factor-c..

Smaller numbers of peripheral blood neutrophils in IL-6
knockout mice have been observed (10,11). A higher periph-
eral WBC count has been associated with insulin resistance
since the preliminary observations of Facchini et al. (12). In
particular, it was observed that WBC count significantly cor-

AUC glucose % related with insulin-mediated glucose disposal during a eugly-
after OGTT [ ¢ cemic clamp (12). In a subsequent study, it was demonstrated
(mmol/) - that neutrophil and lymphocyte count correlated positively
| . with several components of the insulin resistance syndrome
| and that plasma insulin concentration was specifically asso-
12
L]
] TABLE 2
0 - ] Indirect parameters of IL-6 action
8 H l Variable C/C G/C and G/G P
6 | | ' White blood cell count 5,490 + 1,553 17,528 + 1,854  0.002
[ | (X10%ml) _
4 ’ . Neutrophils (X lD"Ignl) 3,085+ 881 4270+ 1,348 0.008
Lymphocytes (X10%/ml) 1812529 2384+ 451 0.001
cic ClGand G/G Monoeytes (X 10%ml) 49:199 633210 0,01
) . CBG (mg/) 334+29  35.7+6.7 NS
IL-6 allele polymorphism Glycosylated CBG (mgl) 326:29  349+65 NS

FIG. 1. Area under the curve of glucose during an oral glucose toler-
ance test (OGTT) according to the IL-6 genotype.
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FIG. 2. Peripheral WBC count according to the IL-6 genotype.

ciated with lymphocytes and monocytes (13). These associa-
tions were confirmed in our study subjects. Given that IL-6 is
involved in hematopoiesis (14), we suggest that these associ-
ations might in part be due to different IL-6 levels attributed
to the IL-6 polymorphism at position —174. Those subjects
with the G allele would be prone, simultaneously, to insulin
resistance and higher peripheral WBC counts.

Given that IL-6 induces posttranslational changes in acute-
phase protein glycosylation through oligosaccharide branch-
ing (15), we studied the glycosylation of CBG, a negative
acute-phase protein (16). We did not find significant differ-
ences in plasma glycosylated CBG among subjects with dif-

DIABETES, VOL. 48, MARCH 2000

ferent IL-6 genotypes. However, when comparing C/C homo-
zygotes with G/G homozygotes, subjects of the latter group
displayed significantly higher plasma concentrations of gly-
cosylated CBG. In addition, the individuals that showed the
highest glycosylated CBG levels were those with the
G allele—presumably those with the higher IL-6 levels. Thus,
the percentage of fully glycosylated CBG, as suggested by con-
canavalin A (ConA) adsorption, was higher in those G/G sub-
jects who are believed to show a high IL-6 secretion rate. By
increasing CBG glycosylation, IL-6 may decrease the half-
life (or plasma clearance rate) of CBG with a consequent
increase in its serum concentration.

We did not measure plasma IL-6 levels because of their low
plasma half-lives and the presence of blocking factors. The
circulating cytokine molecules are seldom found in the
unbound state. They are almost always bound to binding or
carrier proteins, autoantibodies, and soluble receptors. The
usual sandwich format immunoassays recover free and
some predictably bound cytokines, but miss other cytokines
bound by unpredictable binding entities and cytokines not
revealed by the kinetics of the assay protocol. We indirectly
measured the effects of IL-6 through peripheral WBC count
and glycosylated CBG. .

Considerable interethnic variation in the frequencies of
polymorphisms of IL-6 has been demonstrated (6,17), which
is consistent with the different allelic frequency obtained in
our study in comparison with other populations (6).

In summary, a polymorphism of the IL-6 gene influences the
relationship among insulin sensitivity, postload glucose lev-
els, and peripheral blood cell count. In evolutionary terms, we
have hypothesized that genetic predisposition to insulin
resistance and inflammation could be beneficial in the
response to starvation and injury for our ancestors (18), a mat-
ter that merits further research.

RESEARCH DESIGN AND METHODS
Subjects. There were 32 healthy subjects (15 men and 17 women) prospectively
studied. All subjects were of Caucasian origin from Catalonia (northern part of
Spain). Inclusion criteria were as follows: 1) BMI (weight in kilograms divided
by the square of height in meters) <40 kg/m®, 2) absence of any systemic disease,
and .7) absence of any infections in the previous month. None of the subjects were
taking any medication (including glucocorticoids or estrogens) or had any evi-
dence of metabolic disease other than obesity. Liver disease and thyroid dys-
funetion were specifically luded by biochemical workup. The protocol was
approved by the Hospital Ethics Committee, and informed consent was obtained
from each subject.
Procedures. Anthropometric parameters, blood pressure, and post—oral load glu-
cose and insulin levels were measured as previously reported (19).

Insulin sensitivity was analyzed using the frequently sampled intravenous glucose
tolerance test (FSIVGT) with minimal model analysis as described elsewhere (19).

The serum glucose level during the FSIVGT was measured in duplicate by the
glucose oxidase method with a glucose analyzer 2 (Beckman, Brea, CA). The coef-
ficient of variation was 1.9%. The serum insulin level during the FSIVGT was mea-
sured in duplicate by monoclonal immunoradiometric assay (IRMA; Medgenix
Diagnostics, Fleunes, Belgium). Intra- and ir coefficients of variation were
similar to those previously reported (19). Blood HbA, . concentrations were analyzed
by high-pressure liquid chromatography (Merck Diagnostics, Rahway, NJ), with coef-
ficients of variation <4% The range for HbA,, in glucose tolerant subjects was
3.8-5.43%. :
White blood total and differential cell count. White blood total and differ-
ential cell count was determined by routine laboratory tests (Coulter Electron-
ics, Hialeah, FL).
CBG and glycosylated CBG Plasma CBG concentration was
measured by using a radioimmunoassay as previously described (20). To ana-
lyze glycoform variation of CBG, serum samples (50 pl) were subjected to ConA
sepharose adsorption (300 pl in 50% Tris buffer [50 mmol/1 Tris HCI, pH 7.4,
0.5 mol1 NaCl, 1 mmol/l CaCl,, 1 mmol1 MgCl,, 1 mmol1 MnCl,]). The con-
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centration of CBG was measured in the supernatant of the ConA gel for cal-
culating the percentage of CBG that was adsorbed by ConA and referred to as
“glycosylated CBG.”

Restriction fragment-length polymorphism IL-6 gene analysis. The SfaNI
polymorphism is due to a replacement of G by C at position 174, and primers were
designed to amplify the promoter region of the IL-6 gene. The primers used in
the polymerase chain reaction (PCR) were as follows: 5' TGACTTCAGCTTTA
CTCTTTGT 3 and 5' CTGATTGGAAACCTTATTAAG 3'. The reaction was car-
ried out in a final volume of 50 ml containing 1.5 mmoll MgCL, 0.2 mmol/ of each
dNTP (Boehringer Mannheim, Mannheim, Germany), 0.2 mmol/ of each primer,
and 2.5 U Taq polymerase (Gibco BRL, Gaithersburg, MD). DNA was amplified
during 35 cycles with an initial denaturation of 10 min at 94°C and a final exten-
sion of 10 m at 72°C. The cycle program consisted of 1 min denaturation at 94°C,
1 min and 35 s annealing at 55°C, and | min extension at 72°C. PCR products were
digested with SfaNI restriction enzyme at 37°C overnight and electrophoresed
on a 2% agarose gel. §faNI restriction fragment-length polymorphism (RFLP) was
detected by ethidium bromide staining.

DNA was extracted from cellular blood components by the salting-out

method. PCR was used to detect the IL-6 SfaNI RFLP. The identified genotypes
were named according to the presence or absence of the enzyme restriction
sites, so SfaNI G/G, G/C, and C/C are homozygous for the presence of the site
(140/58 bp), heterozygotes for the presence and absence of the site (198/140/58
bp), and homozygous for the absence of the site (198 bp), respectively. The fre-
quency of the alleles was C: (.55 and G: 0.45. The population was in the Hardy-
Weinberg equilibrium. X values were 1.30 and P = 0.52.
Statistical analysis. Descriptive results of continuous variables are expressed
as mean = SD. Before statistical analysis, normal distribution and homogeneity
of the variables were tested. Parameters that did not fulfill these tests (WBC count,
CBG, glycosylated CBG, and insulin sensitivity index) were log-transformed.
Comparison of variables between groups of subjects was performed using the Stu-
dent’s t test.
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Interleukin-6 Gene Polymorphism and Lipid
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ABSTRACT

Several lines of evidence indicate that interleukin-6 (IL-6) is in-
volved not only in the hepatic acute phase response but also in adipose
tissue metabolism, lipoprotein lipase activity, and hepatic triglycer-
ide secretion. A polymorphism in the IL-6 gene, associated with dif-
ferences in IL-6 transcription rate, has been recently described. We
aimed to study whether this IL-6 gene polymorphism leads to differ-
ences in fasting and postglucose load plasma lipids in healthy sub-
jects. Subjects with G at position —174 of the IL-6 gene were similar
in age, sex, body mass index, and waist to hip ratio in comparison with
carriers of the C allele. However, G carriers showed almost twice
plasma triglycerides (1.5 * 0.9 vs. 0.90 * 0.37 mmol/L; P = 0.01), very
low-density lipoprotein (VLDL)-triglycerides (0.97 * 0.69 vs. 0.42 *
0.2 mmol/L; P = 0.002), higher fasting (881 vs. 4568 pmol/L; P = 0.01),
and postglucose load free fatty acids (299 vs. 90.5 umol/L; P = 0.03),
slightly lower high-density lipoprotein-2 cholesterol (0.25 * 0.14 vs.

0.39 * 0.26 mmol/L; P = 0.058), and similar cholesterol and LDL-
cholesterol levels than carriers of the C allele. Serum IL-6 levels
correlated positively with fasting triglycerides, VLDL-triglycerides,
and postload free fatty acids (r = 0.61, 0.65 and 0.60, respectively; P <
0.001) and negatively with high-density lipoprotein-cholesterol (r =
—0.42, P < 0.05). A tendency toward higher serum IL-6 levels was
observed among G carriers (9.9 * 6.9 vs. 6.85 = 1.7 pg/mL; P = 0.09).
The —174G construct was recently reported to show higher expression
of IL-6 in He La cells and was associated with higher plasma IL-6
levels than the —174C allele. Thus, the results of the present study
suggest that subjects with the G allele, associated to higher IL-6
secretion, are prone to lipid abnormalities. Whether this polymor-
phism contributes to lipid alterations associated with other metabolic
disorders awaits additional studies. (J Clin Endocrinol Metab 85:
1334-1339, 2000)

NTERLEUKIN (IL)-6 is a multifunctional cytokine pro-
duced by many different cell types, including immune
cells, endothelial cells, fibroblasts, myocytes, and adipose
tissue, mediating inflammatory as well as stress-induced
responses (1-4). Recent investigations have shown that lo-
cally produced cytokines possess important auto-/paracrine
properties that influence diverse functions of the adipose
tissue (1-3), in addition to possible effects on other tissues.
In this sense, IL-6 has been hypothesized to be responsible for
the lipid abnormalities occurring in subjects with the insulin-
resistance syndrome (5). This hypothesis is based on the
findings of increased blood concentrations of markers of the
acute phase response, including C-reactive protein and cor-
tisol in parallel with dyslipidemia (decreased plasma high-
density lipoprotein (HDL) cholesterol and increased plasma
triglyceride concentration) in patients with this syndrome
(5).

IL-6 inhibits adipocyte lipoprotein lipase activity (6) and
induces increases in hepatic triglyceride secretion (7) in rats.
[n man, the action of IL-6 is also associated with increased
plasma free fatty acids (FFAs) (8). Given the pathophysio-
logical role of IL-6 on lipid metabolism, it is plausible to
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hypothesize alterations in plasma lipid levels attributed to
genetic differences in IL-6 transcription rate.

Recently, a polymorphism in the 5’ flanking region of the
IL-6 gene (at position —174) has been reported in which the
transcriptional response to stimuli such as endotoxin and
IL-1 is altered (9). Specifically, subjects with the G allele
showed higher plasma IL-6 levels compared with carriers of
the C allele (9).

Given the higher IL-6 levels found in patients with lipid
abnormalities of the insulin-resistance syndrome and the
possible role of IL-6 in FFA and triglyceride metabolism, we
aimed to study the IL-6 G/C polymorphism in relation with
fasting and postglucose load FFA levels and fasting plasma
lipids.

Subjects and Methods
Study population

Subjects. Thirty-two healthy subjects (17 women) were included in this
study. All subjects were of Caucasian origin. Inclusion criteria were: 1)
body mass index (BMI; wei@t in kilograms divided by the square of
height in meters) <40 kg/m?’; 2) absence of any systemic disease; and
3) absence of any infections in the previous month. All subjects reported
that their body weight had been stable for at least 3 months before the
study, and all were normotensive (the latter data not shown). None of
the subjects were taking any medication (including glucocorticoids or
estrogens) or had any evidence of metabolic disease other than obesity.
Liver disease and thyroid dysfunction were specifically excluded by
biochemical workup. All women had regular menstrual cycles. The
protocol was approved by the Hospital Ethics Committee, and informed
consent was obtained from each subject.
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Procedures

Anthropometric measurements included BMI and waist to hip ratio
(WHR). The subjects’ waist was measured with a soft tape midway
between the lowest rib and the iliac crest. The hip circumference was
measured at the widest part of the gluteal region.

The FFA suppression after oral glucose was evaluated in 20 of these
subjects. These subjects were required to consume a weight-maintaining
diet containing at least 300 g carbohydrate per day and refrained from
exertion for 3 days before the study. The subjects also abstained from
caffeine and alcohol for 72 h before the test. An oral glucose tolerance
test (OGTT) was performed according to recent recommendations (10).
After a 12-h overnight fast, glucose was ingested in a dose of 75 g, and
blood samples were collected through a venous catheter from an ante-
cubital vein at 0, 30, 60, 90, and 120 min for measurement of serum
glucose. FFAs were determined in the fasting state and 120 min after the
OGTT. [smh3]Analytical methods. The serum glucose level was mea-
sured in duplicate by the glucose oxidase method, with a coefficient of
variation below 2%. Serum insulin was measured using a monoclonal
immunoradiometric assay (Medgenix Diagnostics, Fleunes, Belgium).
Serum [L-6 was measured using a commercial immunoassay (MEDGE-
NIX IL-6 EASIA; Biosource Technologies, Inc., Europe S.A., Zoning
Industriel B-6220, Fleunes, Belgium).

FFA levels were measured enzymatically (bioMerieux, Marcy-
I'Etoile, France), with oleic acid as standard. Total serum cholesterol was
measured through the reaction of cholesterol esterase/cholesterol oxi-
dase/peroxidase (11). Very low-density lipoprotein (VLDL)-cholesterol
was measured after ultracentrifugation at 45,000 X g, which was per-
formed using a ultracentrifuge Beckman Coulter, Inc. XL-70, with a rotor
50.4 Ti. HDL cholesterol was quantified after precipitation with poly-
ethylene glycol at room temperature (12). Total serum triglycerides were
measured through the reaction of glycerol-phosphate-oxidase and per-
oxidase (13). VLDL triglycerides were measured after ultracentrifuga-
tion at 45,000 X g. LDL-cholesterol was calculated as total cholesterol —
(VLDL-cholesterol + HDL-cholesterol).

Restriction fragment length polymorphism (RFLP)-IL-6
gene analysis

DNA was extracted from cellular blood components by the salting-
out method. The PCR was used to detect the IL-6 SfaNI RFLP. The SfaNI
polymorphism is due to a replacement of G by C at position 174, and
primers were designed to amplify the promoter region of IL-6 gene. The
primers used in the PCR were: 5" TGACTTCAGCTTTACTCTTTGT 3'
and 5' CTGATTGGAAACCTTATTAAG 3'. The reaction was carried out
ina final volume of 50 mL containing 1.5 mmol /L of MgCl12, 0.2 mmol /L
each dNTP (Boehringer Mannheim, Mannheim, Germany), 0.2 mmol/L
each primer, and 2.5 U Tag polymerase (Life Technologies, Inc., Gaith-
ersburg, MD). DNA was amplified during 35 cycles with an initial
denaturation of 10 min at 94 C and a final extension of 10 min at 72 C.
The cycle program consisted of a 1-min denaturation at 94 C, a 1-min,
35-sec annealing at 55 C, and a 1-min extension at 72 C. PCR products
were digested with SfaNI restriction enzyme at 37 C overnight and
electrophoresed on a 2% agarose gel. SfaNI RFLP was detected by
ethidium bromide staining.

The identified genotypes were named according to the presence or
absence of the enzyme restriction sites, so SfaNI (G/G), (G/C), and
(C/C) are homozygotes for the presence of the site (140/58 bp), het-
erozygotes for the presence and absence of the site (198/140/58 bp), and
homozygotes for the absence of the site (198 bp), respectively. The
frequency of the alleles was C: 0.55, G: 0.45. The population was in
Hardy-Weinberg equilibrium. X values were 1.30 and P = 0.52.

Statistical analysis. Descriptive results of continuous variables are ex-
pressed as mean * sp. Before statistical analysis, normal distribution
and homogeneity of the variances were tested. Parameters that did not
fulfill these tests (HDL-2 cholesterol, triglycerides, VLDL-triglycerides,
FFA) were log-transformed. We used x* test for comparisons of pro-
portions. Comparison of variables between groups of subjects was per-
formed using Student’s  test. Relationships between variables were also
sought by stepwise multivariate linear regression analysis with forward
selection. Levels of statistical significance were set at P < 0.05.

TABLE 1. Anthropometric and biochemical variables of the study
subjects

Variable C/iC G/C and GG P
Number 11 21 -
Men/women 5/6 10/11 NS
Age (yr) 36886 375=x6.7 NS
BMI (Kg/m?) 277+59 289+5 NS
WHR
Men 098 =0.03 1.00%005 NS
Women 0.89 +0.06 0.88=0.07 NS
Fasting glucose (mmol/L) 493+043 546*099 NS
Fasting insulin (mU/L) 82+28 12777 0.02
Cholesterol (mmol/L) 462+024 518+066 NS
LDL-cholesterol (mmol/L) 3.5+083 348 +1.05 NS
VLDL-cholesterol (mmol/L) 026 =014 043037 NS
HDL-cholesterol (mmol/L) 136 =041 113+031 NS
(0.08)
HDL-2-cholesterol (mmol/L) 039026 025*0.14 0.058
HDL-3-cholesterol (mmol/L)  0.97 = 0.19 0.87 £ 0.2 NS
Fasting triglycerides (mmol/L) 0.90 = 0.37 1.50 £ 0.90 0.012
VLDL-triglycerides (mmol/L) 042 +0.2 0.97+0.69 0.002
Fasting FFA (umol/L) 458 + 132 881 =518 0.012
Post-OGTT FFA (pmol/L) 90.5 = 63 299 £ 107 0.03
(n = 20) .
Serum IL-6 (pg/mL) 6.8+ 17 99 +69 0.09
NS, Not significant.
Results

Anthropometric and biochemical characteristics of the
subjects at the time of entry into the study are shown in Table
1. The subjects were divided into two groups on the basis of
the IL-6 genotype. Twenty-one subjects had a G at position
—174 of the IL-6 gene, 13 heterozygotes (C/G) and 8 ho-
mozygotes (G/G). Eleven subjects were homozygotes for the
presence of C at this position.

Subjects carrying the G allele, associated to higher plasma
levels of IL-6 in a recent study (9), were similar in age, sex,
BMI, and WHR in comparison with carriers of the C allele
(Table 1). The subjects with the G allele showed significantly
higher serum insulin, total and VLDL-triglycerides (Fig. 1),
and a tendency toward lower HDL-2 cholesterol than carriers
of the C allele (Table 1). Plasma FFA levels were higher in
subjects with the G allele in whom a significant gene dosage
effect was observed (Fig. 2). These levels remained higher
after oral glucose load (Table 1). No significant differences
were observed concerning total and LDL-cholesterol or
VLDL-cholesterol.

A tendency toward higher serum IL-6 levels was observed
among G carriers (9.9 + 6.9 vs. 6.85 = 1.7 pg/mL; P = 0.09).
Serum IL-6 levels correlated positively with fasting triglyc-
erides, VLDL-triglycerides (Fig. 3), postload FFAs (r = 0.61,
0.65 and 0.60, respectively; P < 0.001) and negatively with
HDL-cholesterol (r = —0.42, P < 0.05). In a multiple linear
Regression in a stepwise manner to predict serum triglyc-
eride levels, with BMI, WHR, fasting insulin, and IL-6 levels
as independent variables, only IL-6 levels (P = 0.0012) and
WHR (P = 0.01) were significantly associated with serum
triglycerides contributing to 50% of their variance.

Discussion

It has been previously demonstrated that cytokines have
profound effects on lipid metabolism, leading to hyperlip-
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idemia (14). Here, we describe that a polymorphism of the  that IL-6 levels were higher in control subjects with the G

IL-6 gene at position —174 is associated with fasting and
postload FFA levels and with fasting VLDL and total trig-
lycerides. When comparing constructs of the 5 flanking re-
gion of IL-6 in a luciferase reporter vector transiently trans-
fected into He La cells, the —174 G construct showed higher
expression than the —174 C construct (9). This different
transcription rate was supported by the in vivo observation

allele (9).

In our study, the subjects with the G allele showed a
tendency toward higher serum IL-6 levels. In fact, the six
subjects with the highest serum IL-6 levels had the G allele.
Interestingly, serum IL-6 levels correlated with postload
FFAs and with fasting VLDL and total triglycerides. The
latter association persisted after controlling for BMI and in-
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sulin levels. It should be kept in mind, however, that the
circulating cytokine molecules are seldom found in the un-
bound state. They are almost always bound to binding or
carriers proteins, autoantibodies, and soluble receptors. The
usual sandwich-format immunoassays recover free, and
some predictably bound cytokine, but misses other cytokine
bound by unpredictable binding entities.

Higher IL-6 levels have been described in association with
raised plasma triglyceride concentration in epidemiological
studies in men with different cardiovascular risk factors (15)
and with relatively high plasma triglycerides and low HDL-
cholesterol in healthy centenarians (16). Together with our
findings, it seems that those individuals with a genetic pre-
disposition to higher IL-6 secretion (i.e. those with the G
allele) are prone to develop higher total and VLDL-triglyc-
erides, higher plasma FFA, and lower HDL2-cholesterol than
subjects carriers of the C allele. In fact, the latter subjects
displayed a tightly regulated plasma triglyceride and FFA
concentration, as shown in Figs. 1 and 2. In recent studies, it
hasbeen shown that IL-6 induces physiological changes rem-
iniscent of the catabolic state, which include increased resting
energy expenditure and increases in plasma FFA. Specifi-
cally, infusions of recombinant human IL-6 in humans in-

duced a 60% increase in plasma FFA concentration and a
105% increase in FFA rate of appearance in plasma (8). These
effects in humans might be due to the IL-6' effects on adi-
pocyte lipoprotein lipase activity (6) or hepatic triglyceride
secretion (7) as observed in rats.

Cytokines operate both as a cascade and as a network and
can regulate the production of other cytokines and cytokine
receptors. In this sense, perhaps the increased production of
IL-6 is merely reflecting the actions of other cytokines more
closely involved in lipid abnormalities, such as tumor ne-
crosis factor-a (TNF-a). Administration of TNF-a to hurnans
increases serum triglyceride levels by stimulating hepatic
triglyceride synthesis and secretion (17). In a recent study,
plasma TNF-a concentration positively correlated with
VLDL triglycerides and negatively with HDL cholesterol in
postinfarction patients (18). We have recently described a
significant correlation between plasma levels of the soluble
fraction of TNF-a and total triglycerides and HDL2 choles-
terol (19). However, in contrast to what occurs with IL-6,
genetic polymorphisms of TNF-a do not contribute to sig-
nificant differences in plasma lipid concentration (20).

In addition to lipid abnormalities, IL-6 contributes to
athérogenesis in several other ways, such as by inducing
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adhesion molecules and increasing endothelial permeability.
Higher circulating levels of IL-6 and C-reactive protein have
been recently associated with mortality in healthy older per-
sons (21). It cannot be excluded that hypertriglyceridemia
and low HDL-cholesterol constitute confounding factors of
this association (15, 16).

One limitation of this study is the small number of subjects.
The size of the study has led possibly to potential type II
errors (for example, HDL cholesterol would be significantly
decreased if more subjects were studied). However, our sub-
jects have been studied not only in fasting conditions, but
also dynamically, after an oral glucose load, showing the
blunted suppression of FFA. All the different measurements
(fasting triglycerides, VLDL-triglycerides, basal and post-
load FFA) concur with the hypothesis that those individuals
with the “higher cytokine responder genotype” display more
probably lipid abnormalities.

In summary, a polymorphism of the IL-6 gene determines
differences in plasma total and VLDL-triglycerides and in
fasting and postglucose load FFA levels. In evolutionary
terms, these findings are in agreement with the hypothesis
that genetical predisposition to inflammation could be ben-
eficial in the response to starvation and injury for our an-
cestors, providing substrates for brain metabolism, but this
advantage is lost with westernization (22).
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Fic. 3. Linear correlation between VLDL-triglycerides and serum IL-6 levels in the study subjects.
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5. DISCUSSIO
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5.1. ESTUDI 1

PLASMA LEVELS OF THE SOLUBLE FRACTION OF TUMOR NECROSIS
FACTOR RECEPTOR 2 AND INSULIN RESISTANCE. Diabetes 47:1757-1762,
1998.

En aquest primer treball s’estudia el paper que desenvolupa el sistema TNFa. per
mitja dels seus receptors de membrana en la resisténcia a la insulina estudiada “in vivo”, en
una poblacié amb un grau d’obesitat moderada. La base d’aquest estudi es fonamenta en
un treball previ del grup d’Hotamisligil GS, ja comentat a la introduccié (Hotamisligil GS,
1997). En aquest treball es demostrava que I’expressié dels dos receptors de membrana del
TNFo (TNFR1 i TNFR2) es trobava clarament diferenciada en relacio amb el teixit adipos.
Aixi, els nivells de mRNA de TNFR2 eren molt més abundants en el teixit adipds de dones
amb un grau d’obesitat severa, i aquesta expressio es correlacionava fortament amb els
nivells plasmatics de la fraccio soluble del mateix receptor (STNFR2). En aquest sentit, el
nostre treball va mostrar resultats coherents en aquesta linia, els individus obesos
presentaven nivells d’sTNFR2 més alts que els no obesos, a diferéncia dels sTNFR1, que
eren similars. A més a més, varem constatar una clara correlacio entre els nivells
plasmatics del receptor 2 (STNFR2) i la resistéencia a la insulina (r= 0.38, p=0.02),
analitzada per mitja del test de tolerancia intravenosa a la glucosa amb mostreig frequent
(test del model minim) (figura 3).

Un altre aspecte interessant que varem poder confirmar en el nostre treball va ser la
intensa relacio que hi ha entre els nivells plasmatics del receptor 2 del TNFa amb el sexe i
el grau d’obesitat de la poblacié estudiada. L’estudi global entre homes i dones, va
permetre observar uns nivells superiors d’ambdues fraccions solubles de receptors en el
grup dels homes. En distribuir els subjectes segons la preséncia /absencia d’obesitat, varem
poder constatar una major resisténcia a la insulina en els homes, junt amb uns nivells
d’sTNFR2 més elevats respecte a les seves homologues de sexe contrari. Aquestes
diferéncies, en canvi, no es van observar en els nivells plasmatics d’sTNFR1.

Es obvi que la composicié corporal dels dos sexes és clarament diferent i que
podria intervenir en les troballes comentades, sobretot si tenim en compte la diferent

expressio al teixit adipos de TNFR2 respecte TNFR1 comentada anteriorment. En aquest
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sentit van poder constatar una relacio directa entre els nivells d’sTNFR2 i dos marcadors
de la composicié corporal com son el BMI i la WHR. De fet, aquesta relaciéo amb la WHR
ja havia estat descrita en I’estudi d’Hotamisligil en poblaci6 amb obesitat severa
(Hotamisligil GS, 1997). Es conegut que aquests dos parametres son predictors
independents de la sensibilitat a la insulina, i especialment, la raé cintura maluc, que
proporciona una mesura de I’obesitat d’origen abdominal. Aquest tipus d’obesitat, també
anomenada obesitat central o intra-abdominal, presenta una elevada correlacié amb el risc
cardiovascular i amb I’aparicio de la DM2, a causa de, fonamentalment, la seva associacio
amb la resisténcia a la insulina (Lemiuez S, 1996) i (Kissebah AH 1994).

En els subjectes del nostre treball, les STNFR2 es correlacionen també amb la
glicemia basal i la glicemia després de la sobrecarrega oral de glucosa, cosa que suggereix
que aquest receptor podria estar regulat en I’obesitat per uns mecanismes de senyals
comuns amb la glucosa. De fet, treballs previs ja van donar a conéixer que I’expressio del
TNFa era directament dependent dels nivells d’hiperinsulinemia (Hotamisligil GS, 1995),
aixi com de la disponibilitat periferica de glucosa determinada pel clamp euglucemic
(Saghizadeh M, 1996). Aix0 suposaria que l’activitat major del TNFo observada en
situacions de RI, com pot ser I’obesitat i la propia DM2 s’acompanyaria d’una sintesi
major per part del teixit adipos de les seves fraccions solubles; aixo contribuiria a una més
gran resistencia a la insulina, com sembla que indiquen els resultats dels nostre treball,
sobretot en relacio amb el TNFR2. Ja era conegut el fet que I’expressio del TNFR2 es trobi
associada a un major grau d’adipositat abdominal (Hotamisligil GS, 1997), la qual
s’associa per si mateixa a una major RI. En canvi, nosaltres varem poder constatar que de
forma independent els nivells d’sTNFR2 eren capacos de predir el grau de RI, fet que el
confereix un valor intrinsic en aquest procés.

El fet d’atribuir a les STNFR una accio potenciadora de I’activitat del TNFo sobre
el teixit adipos no deixa de ser un procés especulatiu. Sabem que aquestes fraccions poden
actuar de forma diferent en circumstancies determinades, potenciant I’accié del TNFa 0 bé
tamponant la seva accid en actuar sobre el receptor de membrana i disminuint o inhibint
aixi la seva accié (Aderka D, 1992). Intentar discernir si es tracta d’un efecte amplificador

de la resposta del TNFa sobre I’adipocit, o d’un intent de compensar la disfuncio
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provocada per I’increment en la transcripcio del TNFo en aquest tipus cel.lular , és dificil
de realitzar amb les dades disponibles.

En relacié amb les diferéncies amb la composicio corporal d’ambdos sexes, un altre
aspecte interessant observat en el nostre treball, va ser la constatacio que els homes que
presentaven els nivells de les fraccions solubles més elevats d’ambdds receptors
presentaven, aixi mateix, una menor proporcié de teixit adip6s amb una major massa
muscular (FFM). Es conegut que el teixit muscular és un dels organs diana més importants
d’accié de la insulina, i alhora amb capacitat per sintetitzar el TNFo (Saghizadeh M,
1996). La preséncia d’una major massa muscular, associada a una més gran Rl i a uns
nivells d’sTNFR2 més alts en els homes, fa pensar en una font accessoria d’sTNFR2
d’origen muscular. Hipotéticament, aquest nivells més elevats d’sTNFR2 provinents del
teixit muscular podrien intervenir en I’estabilitat de la forma activa del TNFa (homotrimer
de TNFa), i donar lloc a una prolongacié del seus efectes en la cél-lula adiposa.
Evidentment aquesta hipotesi hauria de ser confirmada mitjangant estudis “in vivo” sobre
el teixit muscular, per comprobar una major expressio d’sTNFR2 i el seu efecte sobre
I’activitat del TNFa. Son pocs els treballs realitzats en aquest teixit en relacio amb
I’expressio de TNFR1 i 2; no obstant aix0, recentment en un grup de pacients amb
patologia associada a RI com son els pacients amb HIV amb lipodistrofia els quals han
perdut la major part del teixit adip6s, es va poder constatar un clar increment d’sTNFR2,
altament correlacionat amb la sensibilitat a la insulina de predomini muscular, determinada
per mitja de la técnica del clamp euglucémic (Mynarcik DC, 2000). Obviament existeix la
possibilitat de la participacié d’un component inflamatori responsable de la hiperactivitat
del sistema TNFo en aquests pacients, pero podria tractar-se d’una font d’sTNFR2 de
predomini muscular, cosa que donaria suport a la hipotesi anteriorment comentada.

En resum, en aquest treball descrivim per primer cop una relacio entre I’acci6 de la
insulina i els nivells circulants de les fraccions solubles del receptor 2 del TNFa.
Presentem les STNFR2 com a possibles marcadors de resisténcia a la insulina mediada per
TNFa en I’estat d’obesitat. Com ja hem comentat en la introduccié d’aquesta tesi, la

mesura dels nivells circulants en TNFa és extremadament dificil i poc informativa a causa
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dels nivells baixos i les interferencies amb altres proteines. En canvi, els nivells d’sTNFRs

son més elevats en I’obesitat, son proteines més estables i facils de mesurar.
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5.2. ESTUDI 2

POLYMORPHISM OF THE TUMOR NECROSIS FACTOR-a RECEPTOR 2
GENE IS ASSOCIATED WITH OBESITY, LEPTIN LEVELS, AND INSULIN
RESISTANCE IN YOUNG SUBJECTS AND DIET-TREATED TYPE 2 DIABETIC
PATIENTS. Diabetis Care 23(6):831-37, 2000.

Les evidencies cada cop més grans de la participacio del sistema TNFa en el
desenvolupament de la resistencia a la insulina, i més concretament en el paper determinat
que semblaben tenir els receptors d’aquesta citocina, sobretot els nivells de les fraccions
solubles del TNFR2, tal com ja s’ha comentat en el treball anterior, ens va motivar a seguir
estudiant el paper del sistema del TNFa, especialment vinculada al receptor 2 de la
citocina. Fins aquest moment, sabiam que I’anomenat sistema TNFa mantenia una clara
autoregulacio, per mitja del que podriam denominar “feed-back” ultracurt, on intervenia un
efector (el TNFa), dos receptors (R1 i R2) i diversos moduladors entre els que destacaben
les fraccions solubles d’ambdds receptors. No obstant aixo, diversos treballs a finals dels
anys 90, van implicar en la complexa red d’activitat del sistema TNFo a una nova
hormona, la leptina, sintetitzada principalment per el teixit adipds. Diversos treballs havien
conseguit demostrar que tant a nivell d’experimentacié animal “in vivo” com en cultius
d’adipocits, el TNFa era capag d’estimular la secrecio de leptina i alhora, la propia leptina
era capa¢ d’autoregular I’expressio del TNFa (Grunfeld C, 1996) i (Kirchgessner TG,
1997). Alhora, era conegut que els nivells de leptina en humans circulaben en estreta
correlacio tant amb els nivells circulants del TNFo (Zumbach MS, 1997) com amb els de
les fraccions solubles dels seus receptors (Mantzoros CS, 1997). Tot aix0 va portar a la
hipotesi de I’existéncia de I’anomenat “eix leptina-TNF”, especulant sobre la seva
possible relacié amb el desenvolupament de resisténcia a la insulina i I’obesitat.

Aquesta nova prespectiva va fer que el nostre grup es plantegés I’estudi de la
relaci6 entre aquestes adipoquines des del punt de vista serologic i genétic, sota la hipotesi
ja comentada anteriorment, d’un possible paper regulador del gen del TNFR2 sobre I’eix

TNFa-leptina. L’abordatge tecnic per analitzar el gen del TNFR2 en la seva totalitat era
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complicat i per aix0 en aquesta primera aproximacio a I’estudi de possibles mutacions en
aquest gen, ens varem proposar avaluar una regié on previament un grup havia descrit
I’existencia de variacions en la sequéncia que podien ser importants en I’estabilitat del
MRNA i que es trobaba situada en I’extrem 3’ del gen, en la regié no traduida (3’'UTR)
(Kaufman BA, 1993).

La descripcio previa de les variacions descrites en aquesta regié per Kaufman BA
es mostraba confusa en alguns aspectes ja que no hi havia una definicié clara de les bases
mutades responsables de les diferents variants descrites. Aquest estudi s’havia realitzat per
la tecnica denominada SSCP. Aquesta tecnica es basa en la diferent mobilitat
electroforetica del DNA de cadena unica, cosa que permet una rapid rastreig de possibles
mutacions que variin aquesta mobilitat. No obstant aix0, aquesta tecnica no ofereix
informacio sobre la mutacio que existeix, només serveix per identificar de forma
qualitativa la seva possible existéncia. En el nostre cas, es van observar 3 patrons de
bandes diferents, que després de la seva seqlienciacid, es varen assignar a quatre variants
al-leliques anomenades A1-A4. En totes elles, variacions en tres nucleotids en les posicions
593, 598 i 620 determinaben les quatre variants nombrades. Les variants A3 i A4
presentaben la mateixa mobilitat electroforética i només es van diferenciar per
seqlienciacio directa.

En I’estudi per genotips extesos varem observar una tendéncia entre els homozigots
per I’al-lel A2 a presentar nivells circulants de leptina més alts i un BMI major. La baixa
freqliéncia dels al-lels A3 i A4, i per tal de facilitar I’estudi, varem decidir agrupar-los amb
I’al-lel A1 en un mateix grup, anomenat al texte grup no-A2 (abséncia de I’al-lel A2). La
resta el formaben els portadors de I’al-lel A2. La distribucié genotipica i al-lelica de la
poblacié sana no va mostrar diferencies significatives respecte a les observades entre els
pacients amb DM2 (taulal).

Un altre cop, en aquest estudi varem poder constatar un clar efecte del sexe i I’edat
sobre els resultats obtinguts. Aixi els individus més joves (edat inferior a la mitjana global
del grup) mostraben un BMI i uns nivells circulants de leptina significativament mes alts
entre els portadors de I’al-lel A2, respecte als no-A2. Aquestes diferéncies eren a més a
més degudes a les dones portadores d’aquest al-lel. Aquest resultats eren també
reproduibles en la poblaci6 amb DM2, perd, només entre els pacients que no rebien
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farmacs hipoglucemiants o insulina pel tractament de la diabetis (figural). Pensem que les
possibles diferencies existents i que no observem en aquest subgrup d’individus tractats
amb hipoglucemiants podrien haver quedat emmascarades pel propi tractament amb els
hipoglucemiants, o bé per I’hiperinsulinisme ja sigui per I’exdgen, induit per la insulina
subcutania o bé pel produit per I’estimul sobre la cel-lula beta pancreatica dels
hipoglucemiants orals. Aixi doncs, a la nostra poblacié motiu d’estudi, la variants A2 del
gen del receptor 2 del TNFa sembla influir en la regulacié de I’adipocitat i els nivells
circulants de leptina, tant en els individus sans com en pacients amb DM2.

Davant aquesta observacio, cabria esperar de forma logica una major prevaléncia de
I’al-lel A2 entre els subjectes amb DM2, que com sabem presenten un major BMI i nivells
més elevats de leptina que la poblacié sana (Moller N, 1998) i (Paolisso G, 1998). No
obstant aix0, no varem poder constatar aquest esperat augment de la frequéncia de I’al-lel
A2. Es dificil trobar una Unica i convenient explicacié per aquesta observacié. Hem de
tenir en compte, pero, que la diabetis tipus 2 és una malaltia heterogenia amb multiples
factors que poden afectar de manera diversa a les variables que estudiem, molt dificils de
controlar amb el tipus de disseny d’aquest estudi. La preséncia d’obesitat, els diferents
tractaments utilitzats, la coexistencia d’altres malaties derivades de la propia diabetis, el
temps d’evolucié de la diabetis, etc, son factors que només des d’un estudi prospectiu
poden ser controlats correctament.

La troballa d’una associacio entre els nivells de leptina circulants, el grau d’obesitat
i aquesta regiod genetica, ens fa intentar buscar una base fisiopatologica que intenti explicar
les observacions descrites. La participacio de la regio no traduida del gen en el
processament correcte del mMRNA, podria conferir a les variants observades una eficiéncia
diferent en el procés. No obstant aix0, aquesta hipotesi no deixa de ser una expeculacio no
demostrable amb les dades disponibles d’aquest treball, i es necessiten d’estudis “in vitro”
que determinin la variacié en la transcripcio i estabilitat del mRNA en diferents grups
cel-lulars. Un altra possible explicacio a I’associacié observada, seria I’existencia de
marcadors genetics situats a prop del locus del gen del TNFR2 i que es trobessin en
desequilibri de lligament. En aquest sentit, alguns treballs sobre marcadors genetics
susceptibles a conferir obesitat, realitzats en cohorts de families, suggerixen “zones

calentes” situades des de la regi6 1p32 fins a la 1p22 lligades a major BMI, massa grassa i
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insulinémia basal (Chagnon YC, 1997 i 1998). Com es recordara, esta zona es troba aprop
d’on s’ubica el gen del TNFR2 i per tant podria tractar-se d’un marcador d’altres locus
susceptibles Iligats al gen del TNFR2.

Com recordarem les dades del nostre treball demostren que els portadors de I’al-lel
A2 presentaben un major BMI amb major percentatge de massa grassa i nivells circulants
més elevats de leptina. Aquesta associacid era observada preferenment als individus més
joves i fundamentalment en les dones, perdent-se en el grup d’individus de major edat.
L’edat és un factor determinat en el manteniment de la regulaci6 de “I’eix leptina-TNFa.”
(Qian H, 1998), i sabem que entre la poblacié d’edat avancada la pérdua de la relacio entre
la grassa corporal i la leptina, es tradueix en un major BMI i una menor pérdua de pes
(Moller N, 1998). La nostra hipotesi, sobre la base de les observacions d’aquest estudi
implicaria als subjectes portadors de I’al-lel A2 sobre una possible desregulacié del sistema
nombrat, afavorint una major activitat del sistema TNFo a nivell paracri, amb el
subsegiient increment de massa grassa i nivells de leptina. El fet de no trobar diferéncies en
els nivells circulants de les fraccions solubles de TNFR2 segons el genotip que hem
estudiat, no descarta que de forma subclinica aquesta citocina es pugui trobar de forma
desproporcionadament elevada a nivell tissular, amb les conseqlents anomalies
metaboliques. Obviament, no podem descartar altres factors de confusié com I’edat, el
temps d’evolucio de la diabetis, complicacions associades a la diabetes, etc, que puguessin
afectar als nivells circulants d’aquests receptors.

Un altre aspecte interessant d’aquest treball, és I’associacié observada entre I’al-lel
A2 i caracteristiques fenotipiques de la sindrome metabolica associada a resisténcia a la
insulina. La presencia d’un index cintura-maluc més alt, nivells circulants d’insulina més
alts i major resistencia a la insulina junt amb I’observacié d’hipertrigliceridemia als
individus portadors de I’al-lel A2, déna suport a la participacidé d’aquest loci genétic a
conferir susceptibilitat per al desenvolupament de la sindrome metabolica. Es dificil no
obstant, determinar si la resisténcia a la insulina que presenten els individus portadors de
I’al-lel A2 és una causa del fet de ser portador d’aquest allel, o bé esta traduint una
consequiencia d’un ambient amb majors nivells de leptina i major BMI. La leptina, és una
hormona amb capacitat de millorar la sensibilitat a la insulina, tal com ja s’ha demostrat en

models d’animals i més recentment en un brillant estudi realitzat en pacients amb diversos
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tipus de lipodistrofia, en els quals I’administracié d’aquesta hormona aconseguia millorar
les alteracions metaboliques lligades a la sindrome metabolica que presentaben aquest
pacients, reduint de forma important la resisténcia a la insulina d’aquests pacients. Aquests
canvis s’acompanyaben d’una reduccié dels nivells de TNFo en plasma, cosa que
confirmaba I’importancia reguladora de “I’eix leptina-TNFa” “in vivo” als humans (Oral
EA, 2002).

Aixi doncs, en aquest treball identifiguem la preséncia de I’al-lel A2 en la regid
3’UTR del gen del TNFR2 que podria predisposar presentar BMI i nivells de leptina més
alts aixi com una menor sensibilitat a la insulina; i per tant confereix al gen del TNFR2 un

possible paper en la base genetica de la resisténcia a la insulina.
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5.3. ESTUDI 3

INTERLEUKIN-6 GENE POLYMORPHISM AND INSULIN SENSITIVITY.
Diabetes 49:517-20, 2000.

Seguint amb la nostra linia d’investigacié sobre citocines proinflamatories, el
nostre grup va ampliar I’estudi d’aquestes hormones a una nova citocina implicada també
en la resposta inflamatoria: la IL-6. Aixi de forma quasi simultania es va estudiar la IL-6,
tal com ho haviem fet amb el sistema TNFa, tant a nivell serologic com genetic, en relacio
amb la seva participacio en el metabolisme de la glucosa i en el lipidic. En aquest treball es
va avaluar el paper d’una variant genética situada en la posicié — 174G>C en el promotor
del gen de la IL-6 sobre la sensibilitat a la insulina en una poblacié sana d’origen caucasic i
mediterrani.

La IL-6, tal com ja s’ha comentat més ampliament a la introduccid, participa en la
regulacio de la resposta immunologica, en reaccions de fase aguda i en I’hematopoiesi. Els
nivells d’aquesta citocina semblen que mantenen una estreta relacié amb el metabolisme
glucidic, i els seus valors en el fluid intersticial del teixit adipds subcutani durant I’estat
pospandrial s’han descrit elevats, paral-lelament amb els nivells circulants de glucosa i
insulina (Orban Z, 1999). D’altra banda, en estudis amb pacients amb DM2, més
concretament amb individus amb components de la sindrome X metabolica, s’han observat
nivells d’IL-6 circulants clarament més elevats (PicKup JC, 1997, i 1998)

La variant genetica estudiada en aquest treball havia mostrat en diversos treballs “in
vitro” previs una capacitat de modificar la taxa de transcripcié del gen de la IL-6.
Concretament, els portadors en homozigosi de I’al-lel C eren els que mostraven uns nivells
plasmatics més baixos de la citocina en plasma respecte a la resta de combinacions
genéetiques (Fishman D, 1998). Aixi, la relacié directa observada entre aquesta variant
genética i els nivells plasmatics d’IL-6 i la participacid d’aquesta citocina en els estats en
que predomina la resisténcia a la insulina, com la DM2, ens va fer plantejar la hipotesi que
aquesta mutacio podria intervenir en la regulacio de la resisténcia a la insulina en poblacio

Sana.
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En la mostra analitzada varem poder observar un 35% d’individus homozigots per
a I’al-lel C, al-lel associat amb els nivells circulants d’IL-6 més baixos. Ja que la mostra
analitzada total era petita (n= 32), en I’analisi de les variables avaluades en aquest estudi,
es van definir dos grups de subjectes tenint en compte la preséncia o absencia genotipica
de I’al-lel G. D’aquesta manera aconseguiem agrupar els individus amb menor capacitat
teorica de sintesi d’IL-6 (homozigots CC) i la resta d’individus (GG i GC). En aquest sentit
varem poder observar que els individus homozigots per a I’al-lel C, mostraven nivells
d’insulina basal més baixos amb un index de sensibilitat a la insulina superior a la resta
dels individus portadors de I’al-lel G. Aixi mateix, I’area de glucosa sota la corba després
d’un test de OGTT, aixi com els nivells d’hemoglobina glicosidada, van ser
significativament més baixos en aquests individus, tot i que presentaven una edat, un BMI i
un percentatge de massa grassa similars a la resta dels individus avaluats (taula 1).

En aquest treball no disposem de la determinacio directa dels nivells de la IL-6; no
obstant aixo, es va intentar avaluar la seva accio per mitja de mecanismes indirectes sobre
els quals es coneix bé I’accié d’aquesta citocina. Aixi per exemple, es va observar que en
la nostra poblacid els individus amb menor activitat teorica d’IL-6 mostraven un menor
nombre de cel-lules blanques perifériques, aixi com nivells de globulina transportadora de
cortisol glicosidada més baixos que els individus portadors de I’al-lel G. Recentment, en
uns darrers estudis, el comptatge de les cel-lules blanques ha estat relacionat amb la
sensibilitat a la insulina. En particular, en un treball de Facchini F, aquesta variable es
correlacionava significativament amb la disposicio de glucosa regulada per insulina en la
practica del clamp euglucemic (Facchini F, 1992). En un treball posterior demostren que el
comptatge de neutrofils i limfocits es correlaciona positivament amb alguns components
de la sindrome de resistencia a la insulina i que les concentracions plasmatiques d’insulina
s’associaven especificament amb les dels limfocits i monaocits (Targher G, 1996). Aquestes
associacions també es confirmen al nostre estudi, on observem una correlacio significativa
entre la sensibilitat a la insulina i el comptatge de cel-lules blanques (r=-0.48, p=0.001), el
comptatge de neutrofils (r= - 0.50, p= 0.001) i el comptatge de limfocits (r= -0.34, p=
0.02).

Ja que la IL-6 intervé la induccio de canvis postranscripcionals en la glicosidacio

de les proteines de fase aguda per mitja de la unié d’un oligosacarid (Van Dijk W, 1995),
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també es va utilitzar la determinacié dels nivells de la proteina transportadora de cortisol i
de la seva forma glicosidada com a marcadors indirectes de I’accié de la IL-6. En aquest
cas, en el nostre treball els nivells d’aquesta proteina, tant en la seva forma basal com
glicosidada, tendien a ser més alts en el grup dels individus portadors de I’al-lel G
comparats amb els no portadors d’aquest al-lel.

Entenem que es tracta d’evidencies indirectes d’una suposada accié de la IL-6 ja
que, com ja hem comentat, no es van determinar els nivells circulants d’aquesta citocina.
No obstant aix0, hem de tenir en compte que la determinacid directa dels nivells d’I1L-6
tampoc ofereix un valor real de I’activitat d’aquesta citocina. La seva curta vida mitjana
plasmatica i la seva forma de circulacié unida a altres proteines, aixi com al seu propi
receptor, fa que els immunoassaigs habituals que hi ha per a la seva determinacié no
reflecteixin realment I’activitat de la citocina.

Aquests resultats fan pensar en la possibilitat que el polimorfisme —174 de la IL-6,
mitjancant la seva diferent taxa de transcripcié associada, pugui participar en la
predisposicié genética en el desenvolupament de la resisténcia a la insulina. En la nostra
hipotesi proposada, els individus portadors de I’al-lel G, com a conseqliencia de taxes de
transcripcio del gen més altes, presenten nivells circulants més alts d’IL-6, cosa que €s
reflecteix en els nivells més alts dels marcadors indirectes de I’accié d’aquesta citocina que
hem mesurat. Aquest grup d’individus, per diversos mecanismes encara no aclarits,
prodrien presentar predisposicio a incrementar els nivells de glucosa i els d’insulina, aixi
com a incrementar marcadors de resposta de fase aguda i a presentar una menor sensibilitat
a lainsulina.

Els mecanismes pels quals la IL-6 podria induir al desenvolupament de la
resistencia a la insulina no sén coneguts, i son dificils de deduir amb les dades d’aquest
treball. La IL-6 és la principal citocina en la regulacid de la sintesi de proteines de resposta
de fase aguda, les quals segons s’ha descrit que es troben augmentades en els pacients amb
DM2, sobre tot en aquells amb caracteristiques de la sindrome de resisténcia a la insulina
(Pickup JC, 1997 i1 1998), (Jonsson A, 1976), (McMillan DE, 1989), com ja hem comentat.
Algunes d’aquestes proteines son conegudes inductores de resistencia a la insulina, com és
el cas del cortisol. De fet, nivells elevats d’aquesta proteina s’han descrit en pacients amb

DM2 amb el sindrome de resisténcia a la insulina (PicKup JC, 1997). La interacci6 d’unes

121



UNIVERSITAT ROVIRA | VIRGILI .
CONTRIBUCIO DE LES CITOCINES PROINFLAMATORIES, FACTOR DE NECROSI TUMORAL ALFA (TNE-a) | INTERLEUCINA 6 (IL-6),
A LA RESISTENCIA A LA INSULINA. ESTUDI SEROLOGIC | GENETIC

Montserrat Broch Montané D|SCUSS|O
ISBN:978-84-693-4067-7/DL:T-1165-2010

citocines amb les altres amb la forma d’activacio tipica en cascada, amb mecanismes de
regulacié per mitja de “feed-back” curts entre elles mateixes, fa dificil atribuir directament
a la IL-6 la seva accid sobre la resistencia a la insulina. Per aix0 hi ha la possibilitat que les
associacions observades no tinguin una relaci6 directa amb la IL-6 i siguin un reflex de
I’accié d’una altra citocina que es trobi més directament implicada en el metabolisme de la
glucosa i en la sensibilitat a la insulina, i que alhora intervingui en I’acci6 de la IL-6 com
ho podria fer el TNFa.

En resum, en aquest treball descrivim que el polimorfisme —174G>C en el gen de la
IL-6 pot influir en la predisposicié genética al grau de resistencia a la insulina, ja que
podria intervenir sobre els nivells circulants d’insulina i de glucosa i sobre els nivells de

proteines de reaccié de fase aguda.
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5.4. ESTUDI 4

INTERLEUKIN-6 GENE POLYMORPHISM AND LIPID ABNORMALITIES IN
HEALTHY SUBJECTS. J Clin Endocrinol Metab 85(3):1334-39,2000.

Paral-lelament al nostre treball anterior, que semblava que implicava la IL-6 en la
participacio en el proces de la sensibilitat a la insulina per mitja dels seus possibles efectes
sobre el metabolisme de la glucosa, diversos treballs també apuntaven sobre la hipotetica
participacié d’aquesta citocina sobre el metabolisme lipidic. Aixi doncs, alguns autors
atribuien a la IL-6 un paper clau com a responsable de les anormalitats lipidiques que
presenten els individus amb la sindrome de resisténcia a la insulina (PicKup JC, 1997). Tal
com hem descrit extensament a la introduccid aquesta hipotesi es basava en el fet que certs
marcadors de resposta de fase aguda, la sintesi dels quals és regulada principalment per la
IL-6, augmenten en la circulacié paral-lelament a la dislipémia tipica que presenten els
pacients amb aquesta sindrome. A més a més, la IL-6 s’havia vist implicada de forma
directa sobre el metabolisme dels lipids en la modulacié de [I’activitat de I’enzim
lipoproteina lipasa (Greenberg AS, 1992) i de forma indirecta per I’augment de la secrecid
hepatica de triglicerids (Nonogaki K, 1995) i I’augment en circulacio dels acids grassos.

Tenint en compte aquest possible paper fisiopatologic de la IL-6 en el metabolisme
lipidic, en el nostre grup d’investigacio va decidir continuar analitzant el polimorfisme —
174G>C. Com ja hem comentat en la introduccid, aquest polimorfisme estava associat a
diferents taxes de transcripcié del gen de la citocina. La finalitat de les nostres
investigacions era analitzar, en una poblacié sana d’origen mediterrani, si aquest
polimorfisme contribuia genéticament a alterar els nivells circulants dels lipids.

Els resultats d’aquest treball indiquen que els individus portadors de I’al-lel G
s’associen a nivells circulants més elevats d’acids grassos lliures, tant en dejd com en estat
postprandrial. També aquests individus presenten nivells més elevats de triglicérids totals i
de fraccions de VLDL. Pel que fa a la resta de parametres lipidics, hi havia una tendéncia a
presentar els nivells d’HDLc més baixos i cap diferéncia amb les determinacions de les
LDLc i VLDLc (taula 1). Aquest polimorfisme havia estat descrit com la causa

d’alteracions en la transcripcié del gen com a resposta a estimuls com I’endotoxina i la IL-
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1. Concretament, “in vitro” els vectors portadors de I’al-lel G mostraven elevades taxes de
transcripcio del gen en comparacio amb els portadors de I’al-lel C, i “in vivo” s’havia
observat que els nivells circulants d’IL-6 s6n mes alts en els individus portadors de I’al-lel
G (Fishman D, 1998). En aquest sentit, els resultats del nostre treball donen suport a
aquestes observacions, ja que els individus portadors de I’al-lel G mostren una tendéncia
cap als nivells circulants d’IL-6 més elevats (taulal). De fet, els sis individus amb els
nivells d’IL-6 més alts son tots portadors de I’al-lel G. No obstant aixo, el fet que s’observi
entre els portadors en aquest darrer resultat una tendéncia i no unes diferéncies clarament
significatives (p=0.09) ens fa pensar en una determinacio d’aquesta citocina poc sensible.
Igual que el TNFa, la IL-6 és una molécula molt labil, que circula unida a fraccions
solubles de receptors o a diverses proteines transportadores, algunes de les quals no son
determinades pels immunoassaigs mes usuals.

Els resultats d’aquest treball entre els nivells de la IL-6 i les relacions amb els
parametres lipidics donen suport a les troballes descrites per diversos autors. Aixi, en
poblacié sana, s’han descrit valors de nivells més alts d’IL-6 associats a nivells alts de
triglicérids juntament amb baixes concentracions de nivells d’HDL (Baggio G, 1998), i en
estudis epidemiologics amb individus amb diferents factors de risc cardiovascular, tambe
nivells més alts d’IL-6 s’associen a altes concentracions de triglicerids (Mendall MA,
1997). Junt amb les nostres troballes, podriem donar suport a la hipotesi que aquells
individus amb predisposicidé genetica per una elevada secrecio d’IL-6 (els portadors de
I’al-lel G) també estan predisposats a presentar els nivells circulants més alts de triglicerids
totals, VLDLtgl i acids grassos lliures, aixi com els nivells més baixos d’HDLc en
comparacio amb els individus portadors de I’al-lel C.

D’altra banda, el perfil lipidic associat als nivells circulants més elevats de la IL-6
que es descriu en aquest treball (augment de triglicerids i VLDLtgl, i disminucié d’HDLc)
és extensament conegut com un fenotip associat a malaltia cardiovascular a causa de les
propietats aterogéniques d’aquestes lipoproteines. A part de la contribucio de la IL-6 en
I’aterogenesi mitjancant la inducci6 de molécules d’adhesié i I'augment de la
permeabilitat, els resultats descrits anteriorment fan pensar en la possible implicacié
d’aquesta citocina en el proces aterogenic també per mitja de la seva contribucié a aquest

estat de dislipémia esmentat.
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Amb les dades d’aquest treball és dificil donar una explicacio per mitja de possibles
mecanismes moleculars pels quals la IL-6 pot influir en les anormalitats lipidiques
observades. Alguns dels efectes que podriem suposar sorgeixen de la seva accid sobre els
nivells dels acids grassos lliures derivats d’estudis en animals d’experimentacid. Aixi,
I’efecte d’aquesta citocina sobre aquest parametre podria ser causat per la seva accid sobre
I’activitat de la lipoproteina lipasa del teixit adipos (Greenberg AS, 1992) o sobre la
secrecio dels triglicérids hepatics (Nonogaki K, 1995), dos llocs clau en la regulacié dels
nivells d’acids grassos lliures circulants. També hi ha la possibilitat que els increments en
la secrecio de la IL-6 observats siguin el reflex de les accions d’altres citocines que es
trobin d’una forma més propera involucrades en el metabolisme lipidic, o que la tipica
accio de les citocines en cascada pugi afectar I’accio de la IL-6. Una citocina que presenta
les dues propietats és el TNFo. Tot i que, a diferencia de la IL-6, no s’han descrit
polimorfismes en el gen del TNFa que contribueixin a crear diferéncies significatives en
les concentracions de lipids en el plasma (Fernandez-Real JM, 1997), s6n ampliament
coneguts alguns efectes d’aquesta citocina sobre el metabolisme lipidic com ja s’ha
comentat a la introduccié d’aquesta tesi. També alguns autors, entre els quals hi ha el
nostre grup, han descrit correlacions significatives entre les fraccions solubles dels
receptors 1 i 2 del TNFa i els nivells de triglicérids totals i HDLc (Fernandez-Real JM,
1999) i entre la citocina i els nivells de les VLDLtgl (Jovinge S, 1998).

En resum, en aquest treball descrivim un polimorfisme del gen de la IL-6 en la
posicié —174 que podria determina diferéncies en els nivells circulants de certs parametres
lipidics, concretament en els triglicerids, en les VLDLtgl i en els nivells d’acids grassos

Iliures tant en I’estat deji com en estat postpandrial.
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6. CONCLUSIONS
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Les conclusions derivades dels estudis que formen aquesta tesi son les seglients:

ESTUDI 1.
Plasma levels of the soluble fraction of tumor necrosis factor receptor 2 and insulin

resistance. Diabetes 47:1757-62, 1998.

1- L’augment dels nivells circulants de les STNFR2 esta associat a una menor sensibilitat a
la insulina i a marcadors independents de resisténcia a la insulina com el BMI, la WHR
i la FFM.

2- La determinacio dels nivells circulants de les STNFR2 pot ser marcador de resisténcia a

la insulina mediada per TNFa en I’obesitat.

ESTUDI 2.
Polymorhism of the tumor necrosis factor-a. receptor 2 gene is associated with

obesity, leptin levels, and insulin resistance in young subjects ans diet-treated type 2
diabetic patients. Diabetes Care 23:831-37, 2000.

1- La regié del gen que codifica per al TNFR2 podria ser un marcador genétic de
susceptibilitat a presentar diverses caracteristiques fenotipiques de la sindrome
metabolica.

ESTUDI 3
Interleukin-6 gene polymorphism and insulin sensitivity. Diabetes 49:517-20, 2000

1- El polimorfisme de restricié G>C en la posicié — 174 del gen de la interleucina 6 podria
participar en la predisposicié genetica en la determinacio del grau de resistencia a la

insulina
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ESTUDI 4
Interleukin-6 gene polymorhism and lipid abnormalities in healthy subjects. J Clin

Endocrinol Metab 85:1334-39, 2000

1- Els nivells circulants dels lipids plasmatics podrien estar parcialment determinats per

I’accié de variacions genétiques localitzades en el gen que codifica per la IL-6
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