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| Pigmel, modello paradigmatico di bassa statura idiopatica

Obiettiva i soggetti Pigmei rappresentano la forma estrdinfessa statura non dovuta ad alcuno stato patolog
co e la loro crescita ha sempre attirato il mondoidentale. La comprensione dei meccanismi coinvelia
crescita dei Pigmei potrebbe aiutare a comprenderglio anche il meccanismo patogenetico delle fodine
bassa statura idiopatica. Lo scopo di questo lagmtato quello di valutare se la bassa staturajdéta velocita

di crescita e la disfunzione dell’asse GH/IGF-ggante nei Pigmei, avessero una componente genetica
Disegno dello studiosono stati studiati 35 soggetti adulti pigmeietiiia Baka (13 maschi e 22 femmine
con eta media di 36+15 anni) e 14 soggetti Banfurftaschi e 3 femmine con eta media di 37£10 anni),
popolazione Africana con statura normale, sceltme&aontrollo. Abbiamo valutato i livelli sierici di
GH, GHBP e IGF-I in entrambe le popolazioni e confiato il profilo di espressione quantitativa dei
geni GH e GHR, principali rappresentanti dell’asxd-IGF-I.

Metodi i campioni di sangue prelevati da ciascun soggstino stati raccolti in provette con gel separa-
tore di siero e in provette Tempus Blood™ RNA pepteservazione del’RNA. | livelli circolanti dilb

e di IGF-I sono stati determinati mediante metoMULITE. Il dosaggio della GHBP é stato effettuato
con un kit ELISA. Per valutare I'espressione dehgalel GH e del GHR ¢ stato estratto I’'RNA totale,
amplificato con laReal TimePCR e retrotrascritto in DNA a singolo filamentofine, i polimorfismi nel
gene del GHR sono stati valutati tramite sequeneramin elettroforesi capillare.

Risultati dal nostro studio &€ emerso che i valori siericiadH basale non sono significativamente diffe-
renti tra le due popolazioni. Al contrario, i livietircolanti di IGF-1 e GHBP sono significativamenpiu
bassi nel gruppo dei Pigmei, rispetto ai Bantu. §eanto riguarda I'espressione quantitativa deiigen
GH e GHR nei campioni di sangue periferico delle hpolazioni, questa € risultata significativaneent
ridotta nel gruppo dei Pigmei rispetto a quello Baintu. Infine, non sono state trovate differentatis
sticamente significative tra la distribuzione deiimorfismi del gene GHR nei due gruppi studiati.
Conclusione i nostri dati mostrano nei Pigmei ridotti liveldii IGF-1 e GHBP associati ad una marcata
riduzione dell’espressione genica del GHR. Quadstiltati rappresentano un punto di partenza peuréut
ricerche atte ad individuare effetti epigeneticiegstatici.

Pygmies, a model of paradigmatic short stature

Objective African Pygmies are one of the shortest poputatio the world and understanding the biological
bases of their small size could help us to bettenprehend the cause of idiopathic short statur@ancasian
children. The aim of this study was to investigi&tidhe short stature, the reduced growth velocitg #he dys-
function of GH/IGF-I axis of Pygmies are due to génymechanisms.
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Design 35 Baka Pygmy adults (22 females and 13 males;36%15 years) and 14 Bantu adults (3 fe-
males and 11 males; age 37+10 years). We evalusdeaim levels of GH, GHBP and IGF-I and the
guantitative expression of GH and GHR genes in Ipmjbulations.

Methods blood samples were collected in Tempus Blood™ RNiBes. Serum GH and IGF-I were
measured with a fully automated immunochemistrylyaer, Immulite 2000. Serum GHBP were de-
tected with ELISA assay. In order to evaluate gerpression of GH and GHR genes, the total RNA was
extracted and amplified through Real Time PCR arehtturned in single-strand DNA. Polymorphisms
of GHR gene were investigated through capillarycelephoresis.

Results serum GH levels were not different between the pepulations, whereas IGF-1 and GHBP lev-
els were significantly lower in Pygmies than in BanGH and GHR quantitative gene-expression re-
sulted lower in Pygmies than in Bantu. Finally, polymorphisms in GHR gene were found. Our data
show that Pygmies have lower serum IGF-1 and GH8Rls than Bantu and a reduction in quantitative
expression of GH and GHR genes. These results coald starting point for further studies aimed at
finding epistatic and epigenetic effects. The exiin of GH secretion with the Immulite assay usihg
98/574 recombinant human GH as a calibrator redeallented GH secretion in 15 out of 18 subjectsificam-

ing the clinical diagnosis of GHD. Subsequently, weasured GH levels in the same samples using /E80
pituitary derived GH as a calibrator, and founduesti GH levels only in 11 children.

Conclusionsthese data confirm that GH values may dependftareht calibrators used in the GH assay, andethes
calibrators affect the formulation of GHD diagnaaigl the consequent decision to start GH subséttrieatment.

Introduzione

La popolazione pigmea € caratterizzata da unaratatedia di 143 cm per I'uomo e 136 cm per la
donna, e rappresenta un modello paradigamtico sticbatatura idiopatica. Nel corso degli anni sono
state formulate varie ipotesi per speigare la batgara dei Pigmei. Inizialmente, I'ipotesi pilces
ditata era quella che spiegava la bassa statula pigholazione pigmea in termini di adattamento
allambiente circostante; la piccola dimensionepooea favorirebbe, infatti, la vita nelle fitte éste,

la capacita di sopravvivere con scarse riservebdi € una migliore termoregolazione [1-3]. | recent
studi condotti da Migliano propongono un nuovo nilmdper spiegare la bassa statura dei Pigmei,
ponendo in secondo piano le ipotesi tradiziongdli (i autori di queste ricerche hanno mostratoiche
Pigmei terminano la loro crescita ad un’eta pitcpoe rispetto alle popolazioni di statura normkle;
piccola statura adulta deriverebbe percio, piu mia differenza nella durata, che nella velocitaadell
crescita. Una caratteristica importante e 'altatalita giovanile e adulta, per cui la durata deila
avrebbe importanti ripercussioni anche sulla ripmdne. La piccola dimensione corporea sarebbe
percido un compromesso tra una crescita protraita piungo da un lato e la riproduzione piu precoce
dall’altro, tale da far pendere I'ago della bilangerso un picco di fertilita pit anticipato.

Nel tentativo di comprendere le basi biologichdadbassa statura, i ricercatori si sono focalizzaki

la valutazione dell'asse GH-IGF-I. In una seriestlidi, compiuti nel corso di 20 anni di ricerche, &
stata dimostrata una normale secrezione di GHa $iizello basale che dopo stimolo (>10 ng/ml) [5-
6]. Inoltre, numerosi studi a partire dagli anrssanta, hanno dimostrato bassi livelli di IGF-Ispha-
tico nei Pigmei, che non aumentano dopo sommiaising di GH esogeno, rispetto alle popolazioni
africane di statura normale (Bantu) [7-8] e bassa&entrazione di GHBP [9].
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Negli ultimi anni, sono stati effettuati i primiugti di biologia molecolare, anche grazie allo gujla

di nuove tecniche, allo scopo di risalire alla @agsenetica alla base della bassa statura pignetatd:
sequenziato il gene per il GHR nei Pigmei, senzawvamento di alcuna alterazione, se non un poli-
morfismo (Bst N1) con frequenza maggiore nella pagione pigmea rispetto a quella africana non
pigmea. Tale polimorfismo, cadendo all'interno diintrone, sembra essere privo di significato ed é
stato, quindi, ipotizzato un meccanismolidkage disequilibriumcon una reale mutazione nel gene
del recettore o, come piu probabilmente si pereltg regione regolatrice [10].

Scopo del lavoro

Lo scopo di questo studio & stato quello di evitkmezse la bassa statura, la ridotta velocita @l cr
scita e la disfunzione dell’asse GH/IGF-I presemée Pigmei avessero una componente genetica.
Dopo aver valutato i livelli sierici di GH, GHBPI&F-I nei Pigmei e nei Bantu, popolazione afri-
cana con statura normale, abbiamo, quindi, corditont profilo di espressione quantitativa dei geni
GH e GHR, principali rappresentanti dell'asse GH-{G Esistendo tratti pigmei anche tra i soggetti
caucasici con ritardo di crescita, clinicamenteigiidguibili dall'ipopituitarismo, I'approfondita
conoscenza dei meccanismi coinvolti nella crest@aPigmei potrebbe aiutare a comprendere me-
glio anche il meccanismo patogenetico alla baspidste condizioni.

Materiali e metodi

Soggetti

Sono stati arruolati 35 soggetti adulti di etniak8g13 maschi e 22 femmine con eta media di
36+15 anni) e 14 soggetti Bantu (11 maschi e 3 fararoon eta media di 37110 anni). | Bantu sono
stati scelti come popolazione di controllo poictssievivono nelle stesse condizioni ambientali e
hanno una dieta ed uno stato nutrizionale simdndstati esclusi dallo studio i soggetti affeti d
patologie clinicamente evidenti. Il nostro studia stato precedentemente approvato dal Comitato
Etico dell’'Universita di Pavia. | Pigmei sono statiormati sui metodi e le finalita dello studiorco
l'aiuto di infermieri locali come interpreti (i Pigei sono analfabeti e parlano dialetti diversi) e i
soggetti che hanno partecipato allo studio hanpoegso un consenso orale.

L’eta e stata ottenuta, con l'aiuto del capo viimgcome interprete, mettendo in relazione la tasi@i
soggetti con alcuni eventi importanti per la contguei con le attivita riguardanti I'agricoltura eclaccia.
Per nessuno dei soggetti inclusi nello studio @ gtassibile determinare la data di nascita precisa

Per ogni soggetto sono stati misurati I'altezz# pdso corporeo ed e stato prelevato un campioserd
gue. L'altezza é stata ottenuta ponendo i soggmtzi nella posizione di Frankurt su una superfier-
pendicolare ad un muro verticale, approssimanddagcm piu vicini; il peso corporeo é stato migar
utilizzando delle bilance elettroniche portatilittrAverso questi due parametri si & poi calcolatmdy
mass indexBMI), cioe peso (espresso in kg) diviso il quaodell’altezza (espressa in m?), un buon indi-
ce dello stato nutrizionale dei soggetti in esdraestatura e il BMI sono stati espressi in terrdirdevia-
zione standard rispetto ai normali valori ripori@daigli standard internazionali anglosassoni di €armn
Whitehouse, in quanto non esistono grafiche speeifper le due popolazioni in studio (Tabella 1).
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Metodi

| campioni di sangue prelevati da ciascun soggettienuti grazie all'aiuto di infermieri locali, 30 stati rac-
colti in provette con gel separatore e in provEtimpus Blood™ RNA per la conservazione dellRNA.

I livelli circolanti di GH e di IGF-I sono stati tlrminati, presso i laboratori della Fondazione G8C
Policlinico San Matteo di Pavia, mediante metoddWLITE, un dosaggio immunometrico in che-
miluminescenza in fase solida. La concentrazior@Hliviene fornita in ng/ml. Lo stesso metodo vie-
ne utilizzato per il dosaggio dell'lGF-1, mediantenpiego di anticorpi anti-IGF-I. Per il dosaggio
dell'lGF-I sono stati usati come valori di riferim® quelli riportati da EImlingeet al. [11].

Il dosaggio della GHBP é stato effettuato, pressaboratori del Centro di Auxologia della stessa
Fondazione , mediante saggio ELISA, con un kitdig@onibile in commercio.

Per valutare I'espressione del gene del GH e ddR @Hé$tato estratto 'RNA totale, amplificato con la
Real TimePCR e retrotrascritto in DNA a singolo filamen@gni campione é stato analizzato in dupli-
cato e il valore dell’espressione di ogni geneatostormalizzato verso il gene di riferimento HPRT.
DNA genomico, utilizzato per I'analisi degli intrioa degli esoni del gene GHR, é stato estrattcala
gue periferico di 13 soggetti Pigmei e di 8 sogdgdaintu. Il sequenziamento e stato eseguito, ittrele
foresi capillare con lo strumento ABI PRISM 310 flipd Biosystems Perkin-Elmer-Foster City CA).

Metodi statistici

La distribuzione normale delle variabili é statdutata mediante il test di Shapiro e i dati sono
stati presentati in termini di media e di deviagostandard. E stato utilizzato il test di Mann-
Whitney per confrontare i gruppi circa I'eta, I'etiza Standard Deviation ScoyesDS), il BMI
(SDS), 'espressione quantitativa dei geni GH e GHRconcentrazione sierica di GH, GHBP e
IGF-1. La frequenza dei polimorfismi per il gene BH stata espressa come percentuale in en-
trambi i gruppi e confrontata con il test del Chiaglro. E stato considerato statisticamente signi-
ficativo un valore di p<0.05. Tutti i test utilizZasono a due code. Le analisi sono state condotte
con il programma Statistica per Windows (StatSoit,2004, Tulsa OK, USA).

Risultati

| due gruppi di soggetti studiati sono stati confati per eta, BMI, altezza, valori sierici di GK&F-,
GHBP ed espressione quantitativa dei geni GH e GifiRc¢ipali mediatori del’'asse GH-IGF-I.

Per quanto riguarda eta e BMI, espressi in tergii®DS, non sono state trovate differenze, escluden
do cosi il ruolo della malnutrizione nell'influeneai dati (Tabella 1); al contrario, i valori debdtez-

ze espresse in SDS sono significativamente ridettsoggetti Pigmei rispetto ai Bantu (p<0.01).
Come si puo vedere dalla tabella 2, i valori sietidGH basale non sono risultati significativament
differenti tra le due popolazioni. Al contrariolivelli circolanti di IGF- e GHBP sono significata-
mente piu bassi nel gruppo dei Pigmei, rispettBaaitu. Questi dati sono in accordo con studi prece-
denti che mostrano nei Pigmei valori basali di Giifgtitamente nella norma [9], associati a bassi li-
velli di GHBP [9] e IGF-I [7, 8], suggerendo unaémsibilita periferica al GH.

Per studiare la causa alla base di tale discrepaimabassi livelli circolanti di GHBP e di IGFebn
normali livelli di GH, e stata valutata I'espresstoquantitativa dei geni GH e GHR nei campioni di
sangue periferico dei Pigmei Baka e dei Bantu. Comostrato dalla figura 1, sia I'espressione quanti-
tativa del gene GH sia quella di GHR é risultagniicativamente ridotta nel gruppo dei Pigmei ri-
spetto a quello dei Bantu; in particolare I'espi@ss del gene GHR ha mostrato valori 8 volte imferi

ri nel gruppo dei Baka, mentre il gene GH solovbBBe inferiore rispetto ai Bantu (Tabella 3).
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Nel gruppo dei Pigmei, il rapporto tra i livelli @H e I'espressione quantitativa del gene GH e
quello tra il valore di GHBP e I'espressione gerit&HR, si sono mostrati ampiamente sbilanciati
rispetto ai controlli, con un lieve aumento dehpoirapporto e un incremento netto, di circa tre vol
te, del secondo (Tabella 3). L’'aumentato valoresgebndo rapporto concorda con una diminuzione
nell’espressione quantitativa del gene GHR e armtre una riduzione dei livelli circolanti di
GHBP. Per spiegare tale alterazione sono statecatsevariazioni nella sequenza codificante per il
gene GHR, che é noto essere paucimorfico. Non state trovate differenze statisticamente signi-
ficative tra la distribuzione dei polimorfismi dgéne GHR dei Pigmei e quella dei Bantu; lo stesso
risultato si ottiene andando ad analizzare, la doazone degli stessi polimorfismi (Tabella 4).
Inoltre, come & mostrato nella tabella 5, non sstate riscontrate differenze significative (p=0.23)
nella prevalenza della delezione dell’esone 3 d¢éRGra Pigmei e Bantu.

Discussione

| nostri dati mostrano che i livelli basali di Gldr® entro i range di normalita e non significatieste
diversi tra Pigmei e Bantu, mentre i livelli ciraoti di GHBP e IGF-I sono significativamente ridokei
Pigmei, in accordo con i risultati di studi precatiie@ confermando la presenza di anormalitd ne¥as
GH/IGF-I. La ridotta secrezione di IGF-I, anchesgguito a somministrazione esogena di GH, ha fatto
ipotizzare la presenza di anomalie a livello dekt®re del GH [8], come osservato nella sindroimead

ron [12], escludendo una condizione di bassa statowuta ad una ridotta attivita biologica del GH][
L’espressione genica del GHR é risultata essergfisigtivamente e marcatamente ridotta (8 volte piu
bassa) nei Pigmei rispetto ai Bantu, cosi comgi&ssione genica del GH, anche se in misura minore
(1.8 volte piu bassa). | ridotti livelli di esprémse non sono pero associati ad alcuna variantgete
che codifica per il GHR, in quanto non sono stedgdte né mutazioni né polimorfismi rilevanti dopo
sequenziamento diretto di questo gene. Al contraristudi precedenti era stato trovato un polimorf
smo, potenzialmente rilevante, nella regione proicwtdel gene GHR in due gruppi di popolazione
pigmea. Era pertanto stato ipotizzato un possibéecanismo dinkage disequilibriuncon una alte-
razione significativa. Comunque, a favore dei nakiti, in un recente studio di Lette¢ al. non sono
state trovate associazioni tra la statura e i coolimorfismi, nemmeno il polimorfismo dell’eso3e
del GHR [14]. Questi risultati sono biologicameatettabili in quanto i bambini Pigmei hanno un
normale profilo endocrino e suggeriscono che passaservi effetti epigenetici o epistatici per spie
gare la ridotta espressione del GHR. Infatti, tino di crescita, i livelli di IGF-I e GHBP non sono
significativamente ridotti nella prima infanzia &vielli di IGF-1I sono normali. Alla puberta, ivelli

di IGF-1l sono ancora normali ma i Pigmei non préaao I'aumento fisiologico di IGF-l e GHBP e
nemmeno lo spurt di crescita normalmente ossemnvedti adolescenti caucasici e Bantu [15]. Fattori
epigenetici che potrebbero modificare I'espressigegica del GHR includono, per esempio, gli effetti
della dieta; infatti, & stato dimostrato che lasprea di acidi grassi saturi riduce I'espressiaie=tHR
tramite un rimodellamento della cromatina [16]ehaizioni epistatiche tra geni in due o piu lociquoe
anche portare a modificazioni fenotipiche che possendere un tratto pit 0 meno dominante.

| nostri dati suggeriscono che fattori ancora nibentificati, al di fuori dei geni dell'asse GH/IQF-
potrebbero influenzare i livelli di espressione dehi GH e GHR. Recenti studi sulla statura umana
mostrano che il numero di geni potenzialmente aathin questo processo fisiologico & estremamen-
te alto. Da recenti studi € inoltre emerso cheginteii, a differenza della popolazione Bantu, non mo-
strano I'aumento secolare della statura (1910-20i@)ostante il miglioramento delle loro condizioni
igieniche e sanitarie [17]. Questi dati rappresemtan’ulteriore conferma all'ipotesi che meccanismi
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genetici non ancora conosciuti siano alla basadelssa statura Pigmea e che tali mutazioni riseeda
probabilmente nell'asse GH-IGF-I. In conclusionapétri dati che mostrano nei Pigmei ridotti livell

di IGF-I e GHBP associati ad una marcata riduzidelespressione genica del GHR, rappresentano
un punto di partenza per future ricerche atte dividuare effetti epigenetici ed epistatici.

Tabelle e figure

Tabella 1. Statura e BMI espressi in termini di SDSei soggetti Pigmei e Bantu.

Altezza BMI
Bantu -0.61+0.85 0.26+1.03
Pigmei 2.44+1.00 -0.35+0.60

Tabella 2. Risultati di laboratorio nei soggetti Batu e Pigmei. | valori sono espressi come me-
diatdeviazione standard (Abbreviazioni: *p<0.05 verso Bantu).

GH (ng/ml) GHBP (pmol/l) IGF-1 (ng/ml)
Bantu 1.63%2.169 806654 17697
Pigmei 2.486:2.646 325173 12147*

Tabella 3. Espressione dei geni GH e GHR (incrememtrispetto all’espressione del gene HPRT) e
rapporti tra i livelli plasmatici di GH e GHBP e tale espressione. | risultati sono espressi come me-
diatdeviazione standard. (Abbreviazioni: *p < 0.001 veso i Pigmei).

GH GHR Liv_eIIi di GH/ Livglli di GHBP/
espressione del gene GH| espressione del gene GHR
Bantu 52.9754.734 | 23.324.698 0.031 34.562
Pigmei 36.30%8.59* | 3.29&1.421* 0.068 98.544

Tabella 4. Prevalenza della frequenza allelica dgiolimorfismi del gene GHR nei Bantu (n=14), nei
Pigmei (n=35) e in controlli caucasici (n=300).

Controlli Polimorfismo Esone Bantu Pigmei

A 0.886 A 0.482 A 0.363
IVS1-121 A>G 5'UTR*

G 0.115 G 0.518 G 0.637

C 0.982 C1.00 C0.92
IVS5+9C>T Esone 5

T0.18 T 0.00 T0.8

A 0.614 A 0.687 A 0.846
p.[Gly186Gly] Esone 6

G 0.386 G 0.313 G 0.154

T 0.987 T 0.937 T1.00
IVS6 +13T>C Esone 6

C0.13 C 0.63 C 0.00

G 0.961 G 0.937 G 0.923
IVS7-9G>A Esone 8

A0.39 A 0.63 A0.77

A 0.645 A 0.937 A 0.885
p.[lle544Leu] Esone 10

C 0.355 C 0.63 C0.115
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Tabella 5. Prevalenza dell'allele con delezione delsone 3 del gene GHR nella popolazione Africanaldti
ricavati dallo studio di Millard et al. del 2008 [18]), nei Pigmei e nei Bantu.

A3 Wit
Africani (17) 0.47 0.53
Pigmei (35) 0.44 0.56
Bantu (14) 0.40 0.60
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Figura 1. Valori di espressione dei geni GH (nerog GHR (bianco) (normalizzati rispetto al gene
HPRT ed espressi in unita arbitrarie) nei Pigmei enei Bantu.
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