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I. INTRODUCERE

Cresterea prevalentei obezitatji infantile si comorbiditatilor asociate constituie una dintre
cele mai importante probleme de sanatate publica actuala. Conform Organizatiei Mondiale a
Sanatatii, in 2019, 38 de milioane de copii sub 5 ani si 340 de milioane de copii si adolescenti
(5-19 ani) erau supraponderali sau obezi.

Patogeneza obezitati implica interactiuni complexe intre factori genetici,
comportamentali si de mediu. Prevalenta crescuta a obezitatii infantile poate fi atribuita atat
consumului de alimente inalt calorice si stilului de viata sedentar, tipare proprii epocii moderne,
cat si tulburarilor metabolice sau endocrine si factorilor genetici predispozanti. In numeroase
publicatii s-a demonstrat faptul ca unele persoane sunt mai susceptibile decat altele in a deveni
supraponderale.

Am ales ca tema pentru cercetarea doctorala evaluarea variatiilor polimorfice la copilul
cu obezitate si rezistenta la insulind, datorita impactului pe care cele doua conditii medicale 1l
pot avea asupra sanatati micilor pacienti. Dezvoltarea si promovarea fara precedent a
alimentatiei de tip fast-food si inlocuirea jucatului n aer liber cu alternativa comoda a utilizarii
ecranelor, in principal a jocurilor pe calculator, reprezintd doua exemple care au contribuit
major, din punct de vedere comportamental, la cresterea prevalentei obezitatii infantile. De
asemenea, contextul recent al pandemiei cu virusul SARS-CoV-2 a accentuat impactul factorilor
obezogeni prin restrictionarea activitatilor scolare si sportive.

In cadrul proiectului ,Utilizarea modelelor nutrigenomice pentru personalizarea
tratamentelor dietetice in obezitate”, acronim NUTRIGEN, desfasurat in cadrul Disciplinei de
Genetica a Universitatii de Medicina si Farmacie ,Victor Babes” Timisoara, am avut posibilitatea
de a evalua un numar mare de copii cu obezitate si suprapondere, determinand pentru acestia
atat variante genetice asociate obezitatii, parametrii sanguini biochimici si metabolici, cat si
pattern-urile defectuase proprii stilului lor de viata.

In contextul facilitarii preventiei riscurilor asociate obezitatii cu debut pediatric, in ultimii
ani s-au intensificat eforturile pentru identificarea genelor implicate in mecanismele moleculare
ale bolii, in Tncercarea de a identifica precoce indivizii cu risc genetic crescut. De asemenea,
studiile au implicat si urmarirea interactiunii dintre susceptibilitatea genetica si modificarile
generate de stilul de viata.

Relatia dintre obezitate si rezistenta la insulina este evidenta. Insulina este un reglator al
biologiei adipocitare, structura celulara cu cea mai mare sensibilitate la insulina, promovand
depozitarea trigliceridelor la nivelul adipocitelor, stimuland transportul de glucoza, sinteza
trigliceridelor (lipogeneza), precum si inhibarea lipolizei. Aceasta creste, de asemenea,
absorbtia acizilor grasi derivati din lipoproteinele circulante prin stimularea activitatii lipoprotein
lipazei la nivelul tesutului adipos. Efectele metabolice ale insulinei sunt mediate de o gama larga
de actiuni specifice care implica functia proteinelor si expresia genelor implicate.

Studii epidemiologice aratd ca riscul pentru rezistenta la insulind si diabet cresc pe
masura ce continutul de grasime corporald, evaluat prin indicele de masa corporala (IMC)
creste. Tesutul adipos actioneaza ca un organ endocrin. Depozitele centrale (intra-abdominale)
de grasime reprezinta o preconditie pentru riscul instalarii insulinorezistentei, diabetului de tip 2
si bolilor cardiovasculare, acestea fiind mai active din punct de vedere lipolitic.



Mentinerea greutatii corporale depinde de trei componente strans interconectate: aportul
de alimente, consumul de energie si adipogeneza, orice modificare la nivelul genelor implicate
in aceste mecanisme avand consecinte importante pentru fenotip.

Factorii ereditari acopera un procent de 30% pana la 50% din variatia IMC-ului. Formele
monogenice de obezitate determina fenotipuri cu hiperfagie si obezitate morbida si variante
sindromice cu tablou clinic complex. Elucidarea modului in care genetica influenteaza
patogeneza obezitatii este cruciald. Formele sindromice si monogenice de obezitate infantila pot
oferi indicii despre genele si caile metabolice care ar trebui vizate de o abordare terapeutica
specifica.

Obezitatea monogenica este cauzatd de mutati de la nivelul unei singure gene.
Majoritatea acestor gene sunt implicate in calea leptina-melanocortind, ce constituie cel mai
important reglator al aportului alimentar. Acestea codifica leptina (LEP), receptorul leptinei
(LEPR), receptorul melanocortinei 4 (MC4R), propiomelanocortina (POMC) si factorul
neurotrofic derivat cerebral (BDNF). Pacientii cu forme de obezitate monogenica si forme
sindromice de obezitate (Prader Willi, Biedl Bardet si Alstrom) prezinta fenotipuri severe cu
hiperfagie si obezitate morbida.

Posibilitatea de a detecta loci cauzali pentru formele poligenice de obezitate infantila
creste pe masura extinderii esantionului studiilor de asociere genomica GWAS (genome-wide
association studies). Acestea faciliteaza identificarea de loci noi pentru determinarea variantelor
genetice asociate cu obezitatea.

Factorii genetici joaca, de asemenea, un rol esential in rezistenta la insulina. Substratul
receptorului de insulina 1 (IRS1) este implicat in calea de semnalizare a insulinei. Reglatorul
glucokinazei (GCKR) codifica o proteina care inhiba glucokinaza, implicata in reglarea stocarii
glucozei in ficat. Variante ale genei FTO sunt puternic asociate cu cresterea IMC-ul si afectarea
sensibilitatii la insulind. Variante ale genei TCF7L2 sunt asociate cu riscul de a dezvolta
rezistentd la insulind si diabet zaharat tip 2. Mutatiile N-acetiltransferazelor 1 si 2 (NAT1 si
NAT2) afecteaza sensibilitatea la insulind. Concentratiile scazute ale factorului de crestere de
tip insulinic 1 (IGF-1) sunt asociate cu o reducere a sensibilitatii la insulina.

Aditional, tesutul adipos al indivizilor obezi este infiltrat cu celule mononucleare ce
intretin o stare de inflamatie cronica. Adipokinele (TNF-a, rezistina, IL-6, inhibitor al activatorului
de plasminogen-1, angiotensinogen) sunt proinflamatorii si protrombotice, contribuind prin
mecanism propriu la rezistenta la insulina si aterogeneza.

In ultimul deceniu, domeniul geneticii a imbogatit cunoasterea pe tema obezitatii cu date
axate pe interactiunea dintre genele care predispun la obezitate si factorii de mediu,
comportamentul individual si mediul inconjurator modulédnd epigenetic contributia la obezitate.
Cu toate acestea, pana in momentul de fatd, modul in care preferintele alimentare si activitatea
fizica afecteaza expresia genelor prin mecanisme epigenetice nu este pe deplin cunoscut
pentru a putea fi utilizat Tn scopul preventiei si tratamentului personalizat.

Obiceiurile alimentare s-au schimbat Tn ultimele decenii, mai ales odatd cu modelul
alimentar occidental, unde raportul dintre consumul de acizi grasi omega 3 polinesaturati (n-3
PUFA) si acizii grasi omega 6 (n-6 PUFA) s-a schimbat in defavoarea consumului de n-3 PUFA.
Rolul benefic al aportului de n-3 PUFA este pe deplin documentat in literatura de specialitate, in
special in preventia obezitatii si complicatiilor asociate. Studiul variatiilor polimorfice pentru



genele implicate in metabolismul acizilor grasi poate constitui o valoroasa tinta de cercetare in
preventia obezitatii infantile.

Nivelurile de acizi grasi polinesaturati cu lant lung (LC-PUFA) sunt influentate atat de
factori nutritionali, cat si de factori genetici. Acestia pot fi obtinuti direct din dietd sub forma de
acid arahidonic (ARA), acid eicosapentaenoic (EPA) si acid docosahexaenoic (DHA) sau sub
forma de n-6, n-3 PUFA (acid linoleic (LA), alfa-linolenic (ALA) si apoi sintetizati endogen cu
interventia genelor care specificica desaturaze (FADS) si a genelor elongarii (ELOVL). Variatiile
polimorfice ale acestora impacteaza nivelurile de PUFA, influentdnd astfel statusul ponderal.
Astfel, aceste gene au roluri cheie in biosinteza si metabolismul LC-PUFA (FADS1, FADS?2 si
ELVOL2, ELVOLD5).

Pe calea n-6 PUFA, acidul arahidonic (ARA) este sintetizat din acidul linoleic (LA) pe
parcursul a trei etape enzimatice, doua de desaturare ce implica genele FADS2 si FADSL1 si
una de elongare in care are rol gena ELOVLS5.

Pentru calea n-3 PUFA, acidul alfa-linolenic (ALA) necesita sapte etape enzimatice
pentru a sintetiza DHA, trei etape de desaturare (FADS2, FADS1), doua de elongare (ELOVLS5,
ELVOL2) si una de B-oxidare.

Gena FADS2 (prin intermediul D6D) are rol in etapa initiala de desaturare ce transforma
n-6 LA si n-3 ALA in acidul gama (y)-linolenic (GLA), respectiv acidul stearidonic (SDA). De
asemenea, intervine specific la finalul biosintezei n-3 PUFA, pentru sinteza DHA.

Anumite variatii polimorfice ale genelor fosfatidiletanolamina N-metiltransferaza (PEMT)
si metilen tetrahidrofolat reductaza (MTHFR) implicate in sinteza fosfolipidelor pot influenta de
asemenea statutul PUFA. Fosfatidilcolina (PhC) este cel mai frecvent fosfolipid din membrana
celulara, fiind sintetizata fie prin calea Citidina 5’-difosfocolina (CDP-colina), fie prin conversia
fosfatidiletanolaminei de catre fosfatidiletanolamin-N-metiltransferaza, care influenteaza excesul
anumitor PUFA 1in structura fosfolipidelor. Gena PEMT este foarte polimorfa, literatura de
specialitate indicand faptul ca unele polimorfisme ar putea avea o semnificatie functionala
pentru unii indivizi, determindnd cresterea susceptibilitatii pentru ficatul gras nonalcoolic
(NAFLD) atunci cand aportul alimentar de colina este scazut. Gena MTHFR poate avea, de
asemenea, impact asupra nivelului de omega-3 PUFA, probabil influentand sinteza S-adenozil
metioninei (SAM), care la randul sau influenteaza compozitia fosfolipidica PUFA.

Compozitia in acizi grasi a eritrocitelor reflecta compozitia in acizi grasi a altor organe.
Prin urmare, nivelurile de acizi grasi din membranele eritrocitelor ar putea fi biomarkeri potential
relevanti pentru evaluarea statusului PUFA in corpul uman si ar putea imbunatati evaluarea
homeostaziei PUFA. Acestea adauga informatii relevante despre rolurile pe care PUFA le-ar
putea avea in tulburari metabolice asociate obezitatii si subliniazd legaturi intre aportul
alimentar si diverse variatii genetice.

Il. OBIECTIVE TEZA
Teza este structurata in trei studii care urmaresc obiectivele stiintifice esentiale:

Studiul 1. Evaluarea asocierii dintre variantele genei FADS?2 si nivelurile plasmatice libere
ale acizilor grasi polinesaturati (PUFA) la copiii supraponderali si obezi, luand in
considerare aportul alimentar.



Am ales sa ma axez pe aceasta tema stiintifica deoarece dezechilibrul dintre aportul de
PUFA si modul in care acestia sunt metabolizati poate genera dezechilibre metabolice
precursoare obezitatii si patologiilor asociate, disfunctii care vizeaza functia organelor vitale.
PUFA sunt asimilati prin dietd si sintetizati endogen din moleculele lor precursoare (acidul
linoleic pentru omega-6 si acidul alfa-linolenic pentru omega-3). Mai multe gene pot influenta
statutul PUFA in organism. Gena FADS2 codifica una dintre enzimele care catalizeaza sinteza
PUFA, iar variatiile genice ale acesteia modifica structura fosfolipidica a acizilor grasi la nivel
sanguin.

Studiul 2. Al doilea studiu s-a concentrat pe dezvoltarea si validarea unei metode LC-
MS/MS pentru cuantificarea PUFA din plasma, in formele libere si totale, folosind o
procedura simplificata care nu necesita derivatizare chimica.

Metoda noua constituie o alternativa Tmbunatatita la metodele existente bazate pe
cromatografie gazoasa, oferind un protocol mai rapid de cuantificare al acizilor grasi. Metoda
clasica de cuantificarea PUFA utilizeaza cromatografia de gaze cuplata cu spectrometria de
masa (GS-MS), efectuata in urma derivatizarii esterilor metilici si cromatografie in faza gazoasa
si detectie cu ionizare in flacara (GS-FID). Cromatografia lichida-spectrometria de masa (LC-
MS) a aparut mai recent. Odata cu utilizarea ionizarii prin electrospray (ESI), acizii grasi tind sa
ionizeze in mod negativ, avand specificitate scazuta. Prin urmare, derivatizarea chimica a avut
rolul de a Tmbunatati detectia ESI-LC-MS, neajunsul metodei fiind reprezentat de necesitatea
introducerii unor pasi suplimentari in protocolul de lucru.

Studiul 3. Identificarea unor potetiali biomarkeri relevanti pentru evaluarea homeostaziei
PUFA prin evaluarea nivelurilor de acizi grasi din membranele eritrocitelor (RBC) in
relatie cu aportul alimentar si variatiile genetice din obezitatea infantila.

Al treilea studiu a evaluat asocieriea dintre polimorfismele nucleotidice ale genelor
PEMT si MTHFR si nivelurile de acizi grasi omega-3 si omega-6 de la nivelul eritrocitelor, la
copiii cu obezitate.

De asemenea a fost evaluata compozitia n acizi grasi a PhC derivate prin intermediul
caii PEMT.

lll. MATERIAL SI METODA

1. Lotul de studiu

intregul studiu a implicat criterii de eligibiltate extrem de riguroase. Din cunostintele
noastre, ale intregii echipe implicate in desfasurarea acestui studiu, tematica de cercetare
abordata reprezinta prima evaluare de acest tip din tara noastra, conferind date pretioase cu
utilitate clinica si oferind noi perspective in nutrigenetica si nutrigenomica.

Studiul a fost aprobat de Comitetul de Etica al Universitatii de Medicind si Farmacie
,Victor Babes” (6/20.06.2016), din Timisoara, Roméania. Toate prevederile mentionate in
Declaratia de la Helsinki au fost respectate, punand pe primul plan sanatatea si interesul
pacientului.



Numarul participantilor copii in lotul de studiu a variat intre 196 (pentru studiile 1 si 3) si
200 (pentru studiul 2) de copii, cu varste cuprinse intre 7 si 18 ani. Cohorta a fost mixta,
incluzand atat fete cat si baieti, pentru a putea obtine date si a avea concluzii valide pentru
ambele sexe. Fiecare recrutare a presupus o anamneza amanuntita, evaluare clinica generala
a obezitati ce a inclus masuratori antropometrice, evaluare paraclinica si consulturi
interdisciplinare la nevoie.

Criteriile de includere au fost: copii cu obezitate (IMC >+2 SD referinta WHO), cu varste
cuprinse intre 7-18 ani. Criterile de excludere au fost reperezentate de prezenta unor patologii
incompatibile cu desfasurarea studiului, si anume: neoplazii, boli autoimune, boli psihiatrice,
coagulopatii, obezitate de cauza endocrina, hipotalamica sau sindromica.

2. Evaluarea clinica

S-au efectuat masuratori antropometrice, conform ghidurilor internationale in vigoare.
Greutatea si inaltimea au fost masurate cu ajutorul unui céntar electronic cu un taliometru.
Masuratorile pentru inaltime si greutate au fost inregistrate la cel mai apropiat 0,5 cm si
respectiv 0,5 kg. IMC a fost calculat dupa formula mentionata anterior.

Circumferinta taliei a fost masurata cu o benzi antropometrice flexibile, la cel mai apropiat
0,1 cm, in ortostatism, la punctul mediu dintre capatul cutiei toracice si varful creastei iliace.
Circumferinta soldului a fost masurata in jurul celei mai largi portiuni a soldului.

3. Ancheta alimentara

Aportul alimentar a fost determinat utilizand metoda “24-hour dietary recall”’, existand 4
sesiuni de evaluare pentru fiecare participant, la intervale a cate 8 zile. Pentru participantii cu
varsta mai mica de 13 ani, anchetele dietetice au fost efectuate in prezenta parintelui. Setul de
anchete a presupus chestionarea informatiilor alimentare in patru zile non-consecutive, dintre
care o zi de weekend, prima anchetd alimentara desfasurandu-se in momentul recrutarii
participantului copil. Prin colectarea datelor s-au obtinut informatii despre tipurile de alimente
consumate, cantitati, intervalul orar pentru consumul respectiv si aportul hidric de pe parcursul
acelei zile.

4. Evaluare paraclinica

S-au recoltat probe biologice (sdnge venos periferic) prin punctie venoasa. Probele de
sange au fost prelevate dimineata, dupa minim 8-10 ore de post, in vacutainere sterile.

4.1. Analiza hematologica si biochimica

Hemoleucograma completa a fost evaluata folosind citometrie flux si citochimie de catre
un laborator medical acreditat ISO 15189, actionand ca partener extern.

S-a efectuat analiza biochimica pentru determinarea colesterolului total, a lipoproteinelor
cu densitate ridicata (HDL), a trigliceridelor (TGL), a concentratiilor plasmatice totale de aspartat
aminotransferaza (AST), alanin-aminotransferaza (ALT) si proteina C reactiva (CRP) utilizand



echipamentul Vitros Orto-clinic 350 (Ortho Clinical Diagnostics Inc, Raritan, NJ, SUA), conform
protocoalelor producatorului. Homocisteina (HC) a fost masurata prin metoda ELISA utilizadnd
un spectrofotometru Epoch Microplate (BioTek Instruments Inc., Winooski, VT, SUA).

Evaluarea modelului homeostatic pentru rezistenta la insulina (HOMA-IR) a fost calculat
utilizand formula: Homa-IR = insulina a jeun (uU/l) x glicemie a jeun (mmol/l)/22,5

4.2. Cuantificarea acizilor grasi

Pentru analiza acizilor grasi din plasma, a fost dezvoltata si validatda o metoda noua,
care a utilizat mai putini pasi in procesul de pregatire a probelor. Metoda a oferit o cuantificare
rapida, precisa, sensibila si simultand a acizilor grasi omega 3 (acidul linolenic,
eicosapentaenoic si docosahexaenoic) si acizilor grasi omega 6 (acizi arahidonic si linoleic)
folosind metoda analitica de cromatografie lichida - spectrometrie de masa in tandem (LC-
MS/MS).

4.3. Analiza polimorfismelor ADN

Tehnica de analiza a polimorfismelor ADN a presupus secventierea de noua generatie
utilizand un panel ce permite evaluarea a 55 de polimorfisme unice (SNP) in 14 gene implicate
in patogenia dislipidemiei, ficatului gras non-alcoolic si bolilor cardiovasculare. A fost utilizata
platforma MiSeq (lllumina, San Diego, CA, SUA) conform protocolului producatorului. Cele 55
de polimorfisme genetice (cu frecventa mare conform cu “1000 Genomes Project”), relevante
metabolic pentru dezechilibrele din cadrul obezitatii sunt: ABCB4 (rs1149222, rs2071645,
rs31672, rs4148811, rs9655950, rs1202283), APOC3 (rs2854117), CHDH (rs12676,
rs2289209, rs4563403, rs4687591, rs6807783, rs7634578, rs881883), CHKB (rs1557502,
rs1557503, rs470117, rs7238), FADS2 (rs2526678, rs526126), MTHFD1 (rs10135928), MTHFR
(rs1801133, rs2066471, rs4846048, rs4846052, rs7525338, rs868014), SCD (rs11557927,
rs11599710, rs12247426, rs2167444, rs7849), SLC44A1 (rs10120572, rs10820799, rs193008,
rs328006, rs440290, rs443094, rs7018875), STAT3 (rs9891119), PCYT1A (rs1580820),
PCYT1B (rs4898190), PEMT (rs1109859, rs12103822, rs16961845, rs4244593, rs4479310,
rs7214988, rs7946, rs8068641, rs936108, rs13342397, rs6502603), PNPLA3 (rs2281135,
rs738409).

IV. REZULTATE $I DISCUTII

Studiul 1

Am identificat diferente semnificative ale distributiei nivelului pentru DHA intre
genotipurile rs526126 FADS2. Genotipul GC a prezentat niveluri mai mari ale acizilor grasi
comparativ cu genotipul CC. Am identificat diferente statistic semnificative (p<0.05) intre nivelul
plasmatic pentru DHA ale genotipurilor GC si CC, in special la aporturi de EPA si DHA sub
valoarea medie (3.45 mg pentru EPA si 10.56 mg pentru DHA).

Studiul 1 a indentificat o puternica asociare intre prezenta rs-ului 526126 FADS2 si
nivelurile plasmatice pentru DHA. Acest lucru poate fi explicat prin faptul ca DHA este produsul
final al cascadei de desaturare si, prin urmare, este mai probabil sa fie influentat de activitatea
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FADS2. Mai mult decat atat, nivelurile plasmatice de DHA liber au fost mai mari decat ALA si
EPA, ceea ce duce la concluzia ca o cantitate semnificativa de DHA este sintetizatd endogen,
pe langa aporturile exogene. Diferentele au fost si mai evidente atunci cand aporturile
alimentare de EPA si DHA au fost scazute, conducand la ipoteza ca activitatea FADS2 este
dependenta de acestea si ca prezenta alelei minore (G) rs526126 poate duce la cresterea
activitatii de desaturare.

Studiul 2

Aceasta metoda a avut ca scop principal dezvoltarea unei metode de cuantificare a
acizilor grasi fara necesitatea derivatizarii. Aceasta ar fi necesitat pasi suplimentari in protocolul
de pregatire. Metodele publicate anterior care au folosit derivati de ester dimetilaminoetil
(DMAE) au furnizat limite de detectie in intervalul femtomolar scazut, necesitdnd pasi
suplimentari de incubare si extractie, addugdand o mai mare amploare protocolului. Desi
derivatizarea ofera o sensibilitate de neegalat, metoda noastra a demonstrat ca PUFA din
plasma umana pot fi cuantificati in mod fiabil fara derivatizare. In comparatie cu metodele GS-
MS si GS-FID, care necesita o rulare analitica de aproximativ 20 de minute, metoda noastra
este semnificativ mai scurta, cu o duratd de numai 6,5 minute, avand ca rezultat eficientizarea
timpului de lucru si cresterea productivitatii.

Studiul 3

intre grupurile determinate pe baza genotipului PEMT am identificat diferente
semnificative intre sexe pentru hemoglobina, zIMC si nivelurile de ALA si LA din hematii, toate
valorile fiind mai mari la participantii de sex masculin. Genotipurile GG si GA, comparativ cu
genotipul AA pentru PEMT rs1109859, au fost asociate pozitiv cu nivelurile de DHA si EPA
eritrocitar. Acest lucru este in acord cu constatarile anterioare, sugerand ca fosfatidilcolina
(PhC) sintetizata prin calea PEMT contine in principal PUFA (in principal ARA si DHA) in timp
ce calea CDP-colinei formeaza fosfatidilcolind care contine acizi grasi saturati cu lant mediu.
Rezultatele noastre intdresc si mai mult ipoteza conform céareia compozitia acizilor grasi in
fosfatidilcolina derivata din calea PEMT este diferita de cea obtinuta prin calea CDP-colina.

Nivelurile PUFA eritrocitare au fost, de asemenea, asociate pozitiv cu rs4846052
MTHFR. Desi mecanismul inca trebuie clarificat, rezultatele noastre sugereaza ca rs4846052
MTHFR influenteaza nivelurile de PUFA in membranele eritrocitare, genotipul TT fiind asociat
cu niveluri mai mari de PUFA n eritrocite comparativ cu cel al genotipurilor TC si TT.

V. CONCLUZII

Studiul 1

Rezultatele acestui studiu au indicat faptul ca polimorfismul genei FADS2 are impact
asupra nivelului plasmatic liber al acizilor grasi n-3 PUFA, In mod specific la aporturi mai mici de
EPA si DHA. Am constatat ca prezenta alelei minore rs526126 in gena FADS2 a fost asociata
cu niveluri plasmatice mai ridicate de DHA liber, diferentele fiind mai evidente atunci cand
aportul alimentar de n-3 PUFA a fost scazut. Cu toate acestea, sunt necesare cercetari



suplimentare pentru a confirma amploarea acestei asocieri si daca alela minora rs526126 are
sau nu un rol protector la subiectii cu aport scazut de n-3 PUFA.

In lotul de studiu, nivelurile plasmatice pentru DHA liber au fost mai mari decét cele
pentru ALA si EPA, rezultand faptul ca o cantitate semnificativa de DHA este sintetizata la nivel
endogen, suplimentar aportului exogen. Diferentele au fost si mai evidente atunci céand
aporturile alimentare de EPA si DHA au fost scazute, conducand la ipoteza ca activitatea
FADS2 este dependentd de acestea si ca prezenta alelei minore (G) rs526126 duce la
cresterea activitatii de desaturare.

Studiul 1 a identificat o puternica asociare intre rs526126 FADS2 si nivelurile plasmatice
pentru DHA. Acest lucru poate fi explicat prin faptul ca DHA este produsul final al cascadei de
desaturare si, prin urmare, este mai probabil sa fie influentat de activitatea FADS2.

Multiplele beneficii ale aportului de n-3 PUFA sunt bine cunoscute, inclusiv efectul
antiobezitate, numeroase studii de specialitate propunand imbogatirea alimentelor in acizi grasi
omega 3, solutie utila pe termen lung la aportul cronic scazut de n-3 PUFA secundar dietei
occidentale.

Studiul 2

Metoda dezvoltata si validatd descrisa ofera o procedura de extractie simplificata fara
necesitatea derivatizarii si o cuantificare LC-MS/MS, rapida si reproductibila. Este potrivita
pentru cuantificarea acizilor grasi n-3 si n-6 din plasma umana, atat sub forma libera, cat si
totala. Datorita faptului ca derivatizarea nu este necesara, prepararea probei necesitd mai putin
timp. LC-MS/MS s-a dovedit semnificativ mai rapid decat metodele GS-MS publicate anterior.
Combinand acesti doi factori, fluxul de lucru propus necesitda mai putin timp decat GS-MS
existent si metodele LC-MS. Metoda poate fi utilizatd pentru a evalua modificarile
metabolismului acizilor grasi, care au implicatii in obezitate, diabet zaharat de tip 2, rezistenta la
insulina si interrelatia cu alte cai metabolice.

Studiul 3

Variatiile genetice ale PEMT (rs1109859) si MTHFR (rs4846052) au fost asociate cu
modificari in continutul de PUFA din membranele eritrocitare. Aceasta constatare sugereaza ca
statutul genetic al PEMT si MTHFR poate contribui la homeostazia PUFA si, prin urmare, ar
putea contribui la statusul PUFA la copiii cu obezitate.

ARA, EPA, DHA si nivelurile de LA din eritrocite au fost semnificativ diferite intre
grupurile de participanti copii cu rs1109859 PEMT si grupurile cu rs4846052 MTHFR. Desi
mecanismul trebuie clarificat in continuare, rezultatele noastre sugereaza ca rs4846052 MTHFR
influenteaza nivelurile de PUFA din membranele eritrocitare, genotipul TT fiind asociat cu
niveluri mai mari de PUFA comparativ cu genotipurile TC si TT. Genotipurile GG si GA, in
comparatie cu genotipul AA pentru rs1109859 PEMT au fost asociate cu niveluri mai mari de
DHA si EPA la nivel eritrocitar, sugerand faptul ca PhC sintetizatéd pe calea PEMT este inalt
calitativd comparativ cu PhC obtinutd pe calea CDP-colinei.



Astfel, nivelurile de PUFA eritrocitare s-au asociat semnificativ cu aceste doua SNP-uri
sugerand faptul ca la copiii cu obezitate, variabilitatea genetica ar putea avea rol predictiv
pentru compozitia de PUFA de la nivel eritrocitar.

Prezenta teza insumeaza rezultate cu valoare stiintifica deosebitda pe tema analizei
variatiilor genetice implicate in metabolismul acizilor grasi polinesaturati (PUFA) la copilul cu
obezitate. Acestea contribuie la intregirea cunostintelor actuale in domeniul cercetat, oferind
totodata noi orizonturi de evaluare in special cu rol predictiv, cu scopul de a preintdmpina
instalarea comorbiditatilor asociate obezitatii (rezistenta la insulina, diabetul zaharat de tip II,
ficatul gras non-alcoolic si bolile cardio-vasculare).

Pe baza datelor preliminare deja existente, ipoteza stiintifica analizatd ce implica
metabolismul nutrientilor implicati in biologia donorilor de metil reprezinta o pretioasa cale de
abordare terapeutica in dislipidemie si rezistenta la insulina. Variatile genetice apartinand
acestor cai metabolice pot crea deficiente functionale nutritionale si metabolice care afecteaza
transportul si metabolismul lipidelor, iar interesul pentru abordarea metodelor de predictie si
modelare prin intermediul unor semnaturi genetice asociate obezitatii, constituie un reper de o
utilitate stiintifica valoroasa.

Cuvinte cheie: obezitate pediatrica, rezistenta la insulina, PUFA, FADS2, PEMT, MTHFR,
LC-MS;
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