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Objectives. Metallothioneins (MT) are zinc-binding proteins which, by means
of their antioxidant properties, might prevent the development of diabetic car-
diovascular complications. A recent investigation shows that A/C +647 MT1A
polymorphism affects the intracellular zinc ion release (iZnR) from MT and is
associated with longevity. The aim of the present study is to assess the role of +
647 A/C MT1A polymorphism with the susceptibility to type 2 diabetes (DM2).

Materials and methods. The case-control association study included 242 old healthy
controls and 235 diabetic patients with a diagnosis of CVD (age > 60 yrs).

Resulis. C allele was more prevalent in patients than in controls (OR = 1.54;
p = 0.002). C+ carriers showed higher blood glucose levels and glycosylated
hemoglobin. A modulation of MT levels and iZnR were observed in relation to
+647A/C MT1A polymorphism.

Conclusions. An association between +647 A/C MT1A polymorphism and DM2
was found. Moreover, C+ carriers presented a worse glycemic control and an
altered zinc homeostasis, suggesting a possible role of MT in the progression
of DM2.
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Introduzione

Il diabete mellito di tipo2 (DM2) € caratterizzato da una marcata disfunzione
endoteliale e stress ossidativo indotti da una condizione di iperglicemia che
possono portare allo sviluppo di complicanze cardiovascolari (CVD) *.

Un ruolo antiossidante ¢ esercitato dalle metallotionine (MT), proteine che
regolano la biodisponibilita di zinco intracellulare e proteggono il miocardio
dal danno indotto dai radicali liberi dell’ossigeno (ROS) 2. La modulazione
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dell’omeostasi intracellulare di zinco da parte
delle MT nelle cellule endoteliali e mononu-
cleate del sangue (PBMC) puo avere un ruolo
rilevante nello sviluppo del diabete e delle sue
complicanze CVD. Infatti un alterato stato zin-
cale e stato suggerito come un fattore di rischio
per questa patologia 3. Lo zinco inoltre stimola
lazione dell’insulina e I’attivita tirosin-chinasica
del suo recettore “. E stato dimostrano che le MT
prevengono lo sviluppo della cardiomiopatia in
topi diabetici che overesprimono la MT riducen-
do la produzione di ROS 5. Comunque durante
I'invecchiamento gli alti livelli di MT sono as-
sociati con una ridotta biodisponibilita di ioni
zinco, aumentata infiammazione e aumentato
stress ossidativo °. Un fenomeno simile & stato
osservato anche in pazienti DM2 *. Recentemen-
te € stata dimostrata un’associazione tra il poli-
morfismo -209 A/G del gene MT2A, la presenza
di iperglicemia e la prevalenza di cardiopatia
ischemica 7. Un altro studio ha evidenziato un
aumento dei livelli di MT e dello stato infiam-
matorio in soggetti anziani portatori dell’allele C
per il polimorfismo +647 A/C del gene MT1A .
Pertanto, lo scopo del presente lavoro ¢ quello
di esaminare il possibile coinvolgimento del
polimorfismo +647 A/C del gene MT1A nella
suscettibilita al DM2.

Materiali e metodi

SOGGETTI

Lo studio include 242 controlli in salute (eta
media 63,9 * 6,5) e 235 pazienti con diabete
mellito di tipo 2 (DCVD) (eta media 69,1 + 6,0)
e diagnosi di cardiopatia ischemica valutata me-
diante elettrocardiogramma e storia clinica. I
pazienti sono stati reclutati dall’Unita di Diabe-
tologia (Ospedale geriatrico INRCA di Ancona).
La diagnosi di DM2 era effettuata in accordo ai
criteri ADA (American Diabetes Association).
Il gruppo dei controlli era selezionato in base
ai critreri del “Senieur Protocol” per gli studi
immunogerontologici. Il prelievo di sangue ve-
noso era effettuato a digiuno in condizione di
riposo. Il protocollo era approvato dal comitato
etico dell’ospedale INRCA e un consenso infor-
mato era ottenuto da ogni soggetto partecipante
allo studio.

MISURE DI LABORATORIO

I livelli serici di colesterolo totale e HDL, dei
trigliceridi erano misurati con metodi enzimatici

automatizzati e con reagenti Boehringer-Man-
nheim (Germania). La glicemia e la concen-
trazione di emoglobina glicata (HbAlc), erano
misurati con metodiche standard di laboratorio.

DETERMINAZIONE DELLA CONCENTRAZIONE DI ZINCO
PLASMATICO

Lo zinco nel plasma era misurato attraverso un
analizzatore di massa Thermo XII Series ICP-MS
(Thermo Electron Corporation, Waltham, MA,
USA), secondo le procedure standard fornite
dalla ditta.

ANALISI AL CITOFLUORIMETRO DELLA BIODISPONIBILITA
E DEL RILASCIO DI IONI ZINCO DALLE MT A LIVELLO
INTRACELLULARE E DEI LIVELLI DI MT

La biodisponibilita di zinco intracellulare (iZnL),
il rilascio di Zinco dalle MT (iZnR) indotto da
donatori di ossido nitrico, e i livelli di MT erano
testati nelle cellule mononucleate del sangue
(PBMC) come riportato in precedenza da Ci-
priano et al. ®.

ANALISI DEL POLIMORFISMO +647 A/C DEL GENE MT1A

Lo studio del polimorfismo ¢ stato eseguito su
campioni di DNA, mediante un’analisi di lun-
ghezza dei frammenti di restrizione (PCR-RFLP)
riportata in precedenza ®.

ANALISI STATISTICA

I dati erano analizzati con programma SPSS/
Win (versione 14.0; Spss Inc., Chicago, IL). Le
differenze tra i gruppi erano confrontate con
un’analisi univariata per variabili continue e test
Chi-quadrato per variabili categoriche. Il calcolo
dell’Odds Ratio (OR) e dell’intervallo del 95%
dei livelli confidenza era calcolato mediante test
esatto di Fisher. Valori di probabilita < 0,05 era-
no considerati statisticamente significativi.

Risultati

CARATTERISTICHE CLINICHE E PARAMETRI BIOCHIMICI

Le caratteristiche cliniche della popolazione stu-
diata sono riassunte nella Tabella I. La preva-
lenza dei soggetti ipertesi, ma non dei fumatori,
era piu alta nei pazienti rispetto ai controlli
(p < 0,001).

Ridotti valori di colesterolo totale e HDL, piu
elevati livelli sierici di trigliceridi e un aumen-
tato indice di massa corporea erano osserva-
ti nel gruppo di pazienti rispetto a quello dei
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controlli (p < 0,001, p < 0,05). Tab. I. Caratteristiche dei soggetti.

Le concentrazioni di glucosio Controlli Pazienti DM2
plasmatico e di HbAlc erano (n. 242) (n. 235)
significativamente piu alte nei  Etd (anni media + D. S) 63,9+ 6,5 69,1 + 6,0%*

pazienti quando paragonati ai
controlli (p < 0,05). Nessuna
differenza era riscontrata nella
concentrazione di zinco pla-
smatico.

FREQUENZE GENOTIPICHE E ALLELICHE
DEL POLIMORFISMO +647 A/C DEL
GENE MT1A

La distribuzione del polimor-
fismo seguiva l'equilibrio di
Hardy-Weinberg (p > 0,05).
Una differente distribuzione
genotipica del polimorfismo

Maschi

Ipertensione

Fumatori

Indice di massa corporea (IMC) (kg/m?)
Colesterolo totale (mg/dl)

Colesterolo HDL (mg/dI)

Trigliceridi (mg/dl)

Glicemia (mg/dI)

HbA1c (%)

Livelli plasmatici di zinco (uM)

38% (91/242)
33,5% (81/242)
15,7% (38/242)

279+43
220,57 + 37,45

60,39 + 14,80

94,38 x/+5,41
935+76
57+034
15+14

48% (59/235)
70,9% (88/235)**
11,3% (26/235)
289 +4,1*
198,30 + 41,26**
49,76 + 13,90**
127,74 x/+5,99**
175,4 £ 54,7**
7,7 £1,4%*
116+19

** p < 0,001 paragonato ai controlli
° p < 0,05 paragonato ai controlli

in esame era stata trovata tra i
pazienti diabetici e i controlli
(p < 0,05) (Tab. ID). Un significativo incremento
della frequenza dell’allele C era presente nei
pazienti [p = 0,002, OR = 1.54 (CI = 1,17-2,04)
mediante test esatto di Fisher].

MISURE FENOTIPICHE IN RELAZIONE AL POLIMORFISMO +047
A/C MT1A

I portatori del genotipo C+ nei pazienti DM2
mostravano piu elevata glicemia e HbAlc (p <
0,001) rispetto ai portatori C- (IID). In un sotto-
gruppo di 30 pazienti DM2 divisi in 15C- e 15
C+ erano misurati i livelli di MT, iZnL e iZnR.
I portatori C+ mostravano piu alti livelli di MT
e ridotti di iZnR (p < 0,001; p = 0,003) quando
paragonati ai portatori C- (Tab. III). Nessuna
differenza era trovata per il parametro iZnL.

Discussione

Il Diabete ¢ una patologia caratterizzata da
stress ossidativo, iperglicemia e dislipidemia °,
condizioni che possono guidare allo sviluppo
di complicanze cardiovascolari. Le MT sono dei
ROS “scavengers” in grado di regolare 'omeo-
stasi degli ioni zinco * e di prevenire lo sviluppo
della cardiomiopatia diabetica . La quantita di
zinco libero intracellulare € cruciale per regola-
re la funzione di molti processi cellulari inclusa
la risposta allo stress ossidativo e lattivita di
enzimi zinco dipendenti °. 1l pool di zinco pud
essere modulato dalla capacita di rilascio da
parte delle MT che lo legano 2 e nel presente
lavoro € stato misurato nei PBMC attraverso il

Tab. Il. Distribuzione genotipica e allelica del polimorfismo
+647 A/C del gene MT1A.

Genotypes Controls DM2 patients
(n. 242) (n. 235)

AA 138 (57,0%) 103 (43,8%)

AC 85 (35,1%) 102 (43,4%)

cc 19 (7,9%) a 30 (12,8%) b

Alleles

A allele 0,75 0,66

C allele 0,25 ¢ 0,34d

avshy?=899df=2p=0,01;
cvs dp = 0,002 odds ratio = 1,54 (C.I. = 1,17-2,04) con test Esatto di Fisher

Tab. lll. Livelli di MT, biodisponibilita zincale e rilascio di zinco
indotto da NO nei pazienti DM2.

Genotipo C- Genotipo C+
Glicemia (mg/dI) 166,4 + 25,1 186,7 + 21,6*
HbA1c (%) 74+08 7,9+1.2%
MT (MFI) 69,8 + 8,6 92,2 + 14,6
iZnL 1,20 £ 0,04 1,22 £ 0,02
iZnR 0,21 + 0,03 0,18 +0,02**

*p < 0,001 paragonato al genotipo C-
** p = 0,01 paragonato al genotipo C-

HbA1c = emoglobina glicata; MFI = intensita media di fluorescenza; iZnL =
biodisponibilita di ioni zinco intracellulare; iZnR = rilascio di ioni zinco indotto
da NO

parametro iZnR. Un recente studio mostra che
il polimorfismo +647 A/C MT1A & associato con
la longevita nella popolazione marchigiana. In
particolare, il genotipo C+ € meno prevalente
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nei nonagenari e mostra un ridotto rilascio di
zinco dalle MT, aumentati livelli di MT e IL-6
nel plasma 8, suggerendo una condizione sfa-
vorevole per raggiungere un invecchiamento di
successo. Nel presente studio, abbiamo trovato
un’associazione tra il polimorfismo +647 A/C
del gene MT1A e lo sviluppo di DM2 in presen-
za di complicanze CVD. L’analisi fenotipica mo-
strava che i portatori dell’allele C avevano valori
piu elevati di glicemia e di emoglobina glicata.
Sebbene il diabete sembra associato ad un al-
terato turnover di zinco (iperzincuria e basse
concentrazioni di zinco plasmatico) '°, in accor-
do ad altri autori ', non abbiamo trovato diffe-
renze nella concentrazione di zinco nel plasma
tra pazienti e controlli. Poiché la misura dello
zinco nei linfociti riflette maggiormente lo stato
zincale del soggetto, rispetto alle concentrazio-
ni plasmatiche, la misura dei parametri iZnL e
iZnR nei PBMCs, potrebbe essere piu indicata ®.
La scoperta di ridotti valori di iZnR nei pazienti
C+, suggerisce la presenza di un aumento della

Obiettivi. Le metallotioneine (MT) sono protei-
ne che legano lo zinco e attraverso la propria
funzione antiossidante possono prevenire lo
sviluppo di complicanze cardiovascolari nel
diabete.

Un recente studio mostra che il polimorfismo
+647 A/C del gene MT1A influenza il rilascio di
zinco dalle MT ed e associato alla longevita.

Lo scopo del presente lavoro ¢ quello di dimo-
strare il possibile ruolo del polimorfismo +647
A/C del gene MT1A nella suscettibilita al diabete
di tipo 2 (DM2).

Materiali e metodi. Lo studio di associazione
caso-controllo include 242 soggetti anziani in
salute e 235 pazienti affetti da DM2 e con com-
plicanze cardiovascolari di eta superiore ai 60
anni.
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