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SUMMARY

In recent years the connection between metabolism and epigenetics in cardiometabolic diseases has
been highlighted by numerous publications. The availability of metabolites is a crucial factor that
affects not only cellular metabolism but also the epigenetic regulation of gene expression, two as-
pects that can be altered in cardiometabolic diseases. In fact, epigenome modifiers are enzymes that
use as intermediate substrates or cofactors of metabolism. This review emphasizes the importance
of epigenetic regulation in metabolic pathologies. In particular, we examine the correlations between
epigenetics and obesity and type 2 diabetes, important risk factors for cardiovascular diseases. Closely
interconnected to these pathologies, non-alcoholic fatty liver disease is also a metabolic pathology of
great importance, and we examine possible relations with epigenetic mechanisms. Furthermore, we
will discuss possible therapeutic approaches based on the remodeling of the “pathological” epigenome
and of the metabolism.
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li degli istoni (es. acetilazioni, metilazioni,
fosforilazioni, ADP-ribosilazioni) e mecca-
nismi che implicano l'intervento di RNA
non codificanti (microRNA, long non-co-
ding RNA). Gli studi pubblicati nell’'ultimo
decennio indicano che la cromatina e le
sue modificazioni rappresentano un’inter-
faccia tra I'ambiente (nel suo significato
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Figura | - Integrazione del metabolismo e delle modificazioni dell’e-
pigenoma. Intermedi del metabolismo influenzano lepigenoma, fun-
gendo da substrato o cofattore degli enzimi modificatori epigenetici.
Le frecce verdi rappresentano meccanismi di attivazione; le frecce
rosse rappresentano meccanismi di inibizione.

pitt ampio) che circonda un organismo
vivente, il genoma e le funzioni cellulari
ad esso sottese. Tramite questa interfac-
cia gli organismi viventi sono in grado di
adattarsi ai cambiamenti ambientali, non
solo attuando risposte cellulari ma anche
incorporando una memoria epigenetica
che puo essere trasmessa a generazioni
successive. I fattori nucleari che inducono
modificazioni epigenetiche richiedono in-
termedi del metabolismo e cofattori per le
relative reazioni enzimatiche e cid mette
in luce un forte legame tra epigenetica e
metabolismo che in realta possono essere
riuniti in una visione comprensiva di que-
sti processi (Figura 1). Da questa conside-
razione ne consegue che la disponibilita di
intermedi metabolici puo influenzare I'atti-
vita degli enzimi responsabili delle modi-
ficazioni dell’epigenoma e determinare il
rimodellamento della cromatina.

In questa sezione, faremo una carrella-
ta di meccanismi mediante i quali Iattivi-
ta di enzimi coinvolti nelle modificazioni
dell’epigenoma puo essere modulata da
intermedi metabolici.

La metilazione del DNA e degli istoni
¢ mediata rispettivamente da DNA metil-
transferasi (DNMT) e istone metiltran-
sferasi (HMT). Questi enzimi catalizzano
il trasferimento del gruppo metilico dalla
S-adenosil metionina (SAMe) alle citosine
presenti nelle isole CpG del DNA, sequen-
ze genomiche ricche in G e C, e sui resi-
dui amminoacidici di lisina e arginina nelle
code degli istoni; queste reazioni genera-
no il sottoprodotto S-adenosil omocisteina
(SAH) (Figure 2A). SAMe and SAH sono
intermedi del cosiddetto metabolismo ad
un carbonio. La diminuzione di assunzio-
ne di metionina, 'amminoacido precurso-
re di SAMe e SAH, e di suoi derivati con la
dieta altera la metilazione del DNA (1) e
degli istoni (2). In quest’ultimo studio gli
autori hanno anche evidenziato una ridu-
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Figura 2 - Intermedi metabolici e cofattori nelle reazioni di metilazione e demetilazione del DNA e gli istoni.
a) ciclo della metionina e del folato, b) rappresentazione delle reazioni enzimatiche catalizzate dagli enzimi che
demetilano gli istoni; c) demetilazione del DNA. In verde sono rappresentati i cofattori delle reazioni.

zione del marcatore istonico H3K4me3,
indicatore di trascrizione attiva, nonché
degli enzimi coinvolti nel metabolismo ad
un carbonio, suggerendo quindi una re-
golazione a feedback per ridurre l'utilizzo
di SAMe in carenza di metionina. Poiché
in soggetti umani le variazioni dei livelli
di metionina dipendono dalla dieta, € pro-
babile che la metilazione del DNA e degli
istoni possa dipendere dalla composizio-
ne dei nutrienti attraverso il metabolismo
della metionina (2). E importante ricor-
dare che anche folati, vitamina B12 e vi-
tamina B6 sono coinvolti nel metabolismo
ad un carbonio e quindi anche i livelli di
questi composti possono contribuire alle
metilazioni di DNA ed istoni. Si ipotizza
che la demetilazione del DNA abbia luo-
go in due tappe: nella prima reazione gli
enzimi Ten-eleven Translocation (TET)
convertono le metilcitosine in idrossime-

tilcitosine che poi sono successivamente
demetilate. Due differenti tipi di enzimi
sono responsabili della demetilazione de-
gli istoni: lysine-specific histone demethy-
lases (LLSDs), che utilizzano FAD come co-
fattore convertito a FADH,, and Jumonji-C
domain containing histone demethylases
(JHDM), che viceversa utilizzano ossige-
no, Fe(Il) e a-chetoglutarato con un mec-
canismo catalitico simile a quello degli
enzimi TET e producono succinato, che,
assieme al fumarato, inibisce l'attivita de-
gli enzimi JHDM e TET (Figura 2B e 2C).
Lo shilanciamento degli intermedi del ci-
clo di Krebs a-chetoglutarato, succinato e
fumarato puo, pertanto, influenzare le mo-
dificazioni epigenetiche.

Un’altra importante modificazione del-
le code istoniche € T'acetilazione in corri-
spondenza del gruppo amminico ¢ dei re-
sidui di lisina. L'equilibrio tra le attivita de-
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gli enzimi istone acetiltransferasi (HAT)
e istone deacetilasi (HDAC) determina il
livello di acetilazione degli istoni (Figura
3). In generale, l'acetilazione degli istoni
si associa ad un aumento della trascrizio-
ne perché questa modificazione apre la
cromatina rendendola pitt accessibile ai
fattori di trascrizione. Mentre le HDAC, ri-
muovendo 1 gruppi acetile, compattano la
cromatina e agiscono da corepressori del-
la trascrizione. Il substrato per 'acetilazio-
ne degli istoni € I'acetil-CoA, prodotto dal-
la scissione del citrato operata dall’enzima
ATP-citrato liasi (ACLY). Questo enzima &
notoriamente coinvolto nelle vie biosinte-
tiche degli acidi grassi e del colesterolo,
tuttavia evidenze relativamente recenti
hanno messo in luce che ACLY puo loca-
lizzarsi anche nel nucleo dove consente la
produzione di acetil-CoA necessario per
l'acetilazione delle lisine nelle code isto-
niche (3). Oltretutto, & stato dimostrato
che la disponibilita del glucosio influenza
l'acetilazione degli istoni dipendente da
ACLY. Ciononostante, le molecole di ace-
til-CoA per l'acetilazione della cromatina
possono derivare da altre fonti. Recente-
mente, gruppi di ricerca indipendenti (4,
5) hanno dimostrato che gli acidi grassi

possono fornire acetil-CoA per l'acetilazio-
ne degli istoni, attraverso la p-ossidazione
negli adipociti del tessuto adiposo bianco
(WAT) sottocutaneo. Nelle cellule tumora-
li I'acetato € impiegato come donatore di
gruppi acetile per 'acetilazione istonica in
condizione di ipossia (6). Per contro, I'at-
tivita delle HDAC é regolata da metaboliti
e cofattori. Il p-idrossibutirrato, un corpo
chetonico circolante in condizioni di di-
giuno o sforzo fisico prolungato, inibisce
Tattivita delle HDAC di classe I (HDAC],
HDAC2 e HDAC3) e protegge dallo stress
ossidativo aumentando I'espressione
di superossido dismutasi 2 e di catalasi
(7). Anche il cofattore NAD* regola altre
HDAC: le sirtuine, HDAC di classe III,
sono attivate quando il rapporto NAD*/
NADH aumenta, condizione che si verifi-
ca quando lo stato energetico della cellula
€ basso in seguito per esempio ad attivita
fisica. Per questo motivo, le sirtuine sono
considerate veri e propri sensori dello sta-
to energetico della cellula.

In questa breve rassegna illustreremo
come le alterazioni del metabolismo e la ri-
programmazione di varie vie metaboliche
possa influenzare la regolazione epigeneti-
ca dell’espressione genica in stati patologi-

Figura 3 - Acetilazione e deacetila-
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ci su base metabolica. Faremo inoltre alcu-
ne considerazioni attuali e possibili opzio-
ni terapeutiche che agiscono modulando
lattivita di modificatori dell’epigenoma.

Epigenetica nelle malattie metaboliche

Le malattie su base metabolica, tra cui
diabete, obesita e aterosclerosi, affliggono
milioni di persone sia nei paesi industria-
lizzati sia in quelli in via di sviluppo. Oltre
ad una componente genetica, queste ma-
lattie sono legate all’alimentazione ed a
modificazioni epigenetiche che possono
alterare la trascrizione di specifiche regio-
ni del genoma. Numerosi studi hanno ana-
lizzato l'effetto di componenti della dieta
sull’epigenoma e sulla trascrizione genica.
Lalimentazione puo influenzare le modi-
ficazioni dell’epigenoma mediante I'inibi-
zione degli enzimi DNA metiltransferasi
e istone deacetilasi o fornendo i gruppi
funzionali per la metilazione del DNA e le
modificazioni post-traduzionali degli isto-
ni. La disponibilita di nutrienti durante la
gravidanza puo alterare i marcatori epige-
netici nella discendenza e questa evidenza
rafforza I'ipotesi “siamo cio che mangiamo
ma anche cio che i nostri genitori hanno
mangiato”.

Le principali sfide dell’epigenetica nelle
malattie metaboliche sono I'identificazione
di biomarcatori epigenetici predittivi di su-
scettibilita individuale all'insorgenza della
malattia e della possibile loro trasmissione
alle future generazioni, il riconoscimento
di fattori ambientali in grado di modulare
I'espressione genica mediante meccani-
smi epigenetici e lo sviluppo di farmaci o
componenti della dieta che possano mo-
dificare i marcatori epigenetici. In questa
sezione discuteremo il ruolo di alcuni me-
taboliti e di composti bioattivi nella modu-
lazione di marcatori epigenetici collegati a
disordini metabolici.

Obesita € diabete mellito di tipo 2

Lobesita ¢ una condizione patologica
multifattoriale in cui la predisposizione
genetica/epigenetica, il metabolismo, il
comportamento alimentare, I'attivita fisica
e i fattori socio-culturali giocano un ruolo
fondamentale. In generale, I'obesita € cau-
sata da uno sbilanciamento energetico in
cui I'introito calorico supera la spesa ener-
getica e induce un eccessivo accumulo di
grasso. Lobesita € ormai considerata una
vera e propria epidemia globale. Spesso &
associata ad altre alterazioni del metabo-
lismo come insulino-resistenza, intolleran-
za al glucosio, ipertensione e dislipidemia,
a definire un quadro patologico indicato
come “sindrome metabolica” o “sindrome
X”. Lobesita ¢ inoltre un fattore di rischio
per lo sviluppo di diabete mellito di tipo 2
(T2DM). In anni pitu recenti la combina-
zione di studi di associazione genome-wi-
de (GWAS) con approcci di metabolomica
(mGWAS) ha offerto I'opportunita di stu-
diare l'influenza di fattori genetici sui tratti
metabolici. A questo proposito, Kim et al.
(8) hanno dimostrato che uno specifico
polimorfismo a singolo nucleotide (SNP)
sul gene FTO (Fat mass and obesity asso-
ciated) influenza i livelli circolanti di sette
metaboliti implicati nel metabolismo di
fosfolipidi e aminoacidi, associati ad obe-
sita e T2DM. Il gene FTO codifica per una
DNA demetilasi a-chetoglutarato-dipen-
dente espressa nell'ipotalamo e coinvolta
nella regolazione del bilancio energetico
e dell’appetito (9). Liperespressione di
Fto in topi aumenta la massa corporea e
la massa grassa a causa di un aumento del
consumo di cibo (10), viceversa modelli
murini Fto knock-in con mutazione loss of
function o Fto knock-out hanno un feno-
tipo magro (11, 12). Nello studio di Jia e
colleghi (13) si dimostra che il principale
substrato dell’enzima FTO é il residuo di
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N6-metil-adenosina nel’RNA (m°®A-RNA).
Questa scoperta ha fatto emergere la pos-
sibilita che l'alterazione m°fA-RNA potesse
essere un importante marcatore epitra-
scrittomico (14). Infatti, & stato dimostra-
to che la presenza di questa alterazione
e regolata in risposta a stimoli, quali la
disponibilita di energia e di nutrienti (15,
16). Oltre a questa regolazione post-tra-
scrizionale, FTO agisce come coattivatore
trascrizionale interagendo con proteine
CCAAT/enhancer binding proteins (C/
EBPs) (17).

Recentemente, lo sviluppo di tecno-
logie high-throughput e lintroduzione
di epigenome-wide association studies
(EWAS) hanno permesso di approfondire
come lo stile di vita e le abitudini alimen-
tari contribuiscano ai cambiamenti epige-
netici e come queste alterazioni possano
essere correlate allo sviluppo di disfun-
zioni metaboliche. A questo proposito,
Demerath et al. (18) hanno evidenziato
I'esistenza di un’associazione tra obesita
e arricchimento nelle cellule circolanti di
motivi di metilazione su siti CpG di geni
che codificano enzimi appartenenti a vie
metaboliche, come il metabolismo lipidico
ed energetico. In un altro studio, Dick e
collaboratori (19) hanno evidenziato l'e-
sistenza di una correlazione inversa tra
I'espressione di HIF3A (hypoxia inducible
factor 3A) nel tessuto adiposo e i suoi li-
velli di metilazione a livello dei leucociti.
A questo proposito, un recente EWAS su
profili di metilazione associati ad obesita
ha identificato siti CpG nei leucociti i cui
livelli di metilazione rispecchiano quelli
presentati nel tessuto adiposo (20). La di-
mostrazione che i profili epigenetici nelle
cellule circolanti possano fornire una buo-
na rappresentazione dei profili epigeneti-
ci dei tessuti implicati nel metabolismo,
come il tessuto adiposo, € molto rilevante
in quanto permetterebbe di misurare fa-

cilmente e rapidamente marcatori epige-
netici di obesita e comorbidita associate.
Un altro studio ha validato 94 CpG asso-
ciati a BMI (indice di massa corporea), di
cui 70 CpG di nuova identificazione, e 49
associati a circonferenza vita (WC, waist
circumference) (33 di nuova identificazio-
ne) (21). Gli autori hanno anche individua-
to che lipermetilazione di CpG nel gene
CUX1 (cut-like homeobox 1) € associato ad
un alto BMI. Il gene CUX1 ¢ stato proposto
come regolatore dell’espressione di F70
e RPGRIPIL (retinitis pigmentosa GTPase
regulator interacting protein 1 like) (22), e,
poiché causa una riduzione della sensibili-
ta alla leptina e un aumento dell’appetito e
del consumo di cibo, predispone ad obesi-
ta. Ad ogni modo, é importante ricordare
che le varianti di predisposizione geneti-
che ed epigenetiche forniscono solo una
parziale spiegazione della suscettibilita
allo sviluppo di obesita e T2DM.

Nella seguente sezione forniremo al-
cuni esempi di come diversi metaboliti
possano regolare la risposta trascriziona-
le attraverso meccanismi epigenetici e di
come questo possa correlarsi allo sviluppo
di patologie metaboliche.

Intermedi del ciclo di Krebs

Come gia ricordato in precedenza,
a-chetoglutarato, fumarato e succinato
giocano un ruolo importante nella rego-
lazione delle modificazioni epigenetiche.
a-chetoglutarato ¢ cofattore degli enzimi
TET (Figura 2C), mentre 'accumulo di
succinato e fumarato, causato da inibizio-
ne di succinato deidrogenasi o fumarato
idratasi, a sua volta inibisce TET (Figura
1). Anche le istone demetilasi JHDM uti-
lizzano o-chetoglutarato come cofattore
(Figure 1 e 2B). Disregolazioni della me-
tilazione degli istoni sono state correlate
allo sviluppo di disfunzioni metaboliche.
Nel 2009 due studi hanno evidenziato il



€pigenetica e patologie cardiometaboliche: nuove prospettive

ruolo di JHDM2A ((H3K9-specific) de-
methylase 2a): lo studio di Tateishi et al.
(23) ha mostrato che topi con mutazioni
loss of function di questo gene sviluppa-
no obesita e iperlipidemia nell’eta adulta.
Gli autori attribuiscono cio all’aumento di
H3K9me?2 in enhancer di Ppara (peroxiso-
me proliferator-activated receptor a) e Ucp1
(uncoupling protein 1) alivello del tessuto
adiposo bruno. In un altro studio Inagaki e
colleghi (24) hanno dimostrato che il feno-
tipo obeso dei topi Jhdm2a’ € correlato ad
una ridotta espressione di diversi geni, tra
cui ApoC1, inibitore del legame di VLDL
al loro recettore e quindi dell’accumulo di
lipidi nel tessuto adiposo, Glut4, traspor-
tatore del glucosio insulino-dipendente, il
fattore anti-adipogenico CoupTFII ed infi-
ne Adamts9 che codifica per una metallo-
proteasi associata a T2DM.

Il ciclo di Krebs contribuisce alla de-
finizione del rapporto NAD*/NADH,
che, come gia accennato in precedenza,
influenza le modificazioni epigenetiche
regolando T’attivita delle sirtuine. A que-
sto proposito, € stato dimostrato che la
restrizione calorica, un regime alimenta-
re proposto come possibile strategia per
contrastare l'obesita, induce l’attivazione
di SIRT1 aumentando il rapporto NAD*/
NADH (25). Conseguentemente, a segui-
to dell’attivazione di SIRT1, é stata osser-
vata un’associazione tra riduzione di Pparg
e dei suoi geni bersaglio e immagazzina-
mento di grasso.

Acetil-CoA

La disponibilita di acetil-CoA influenza

il vimodellamento della cromatina

e il metabolismo dei lipidi
Lacetilazione/deacetilazione degli isto-

ni € una delle modifiche epigenomiche

piu studiate. Citrato e acetil-CoA giocano

un ruolo centrale nella regolazione dei li-

velli di acetilazione degli istoni, essendo

rispettivamente il substrato e il prodotto
della reazione enzimatica catalizzata a li-
vello nucleare da ATP-citrato liasi (ACLY).
Inoltre, HAT e HDAC hanno un ruolo
tessuto-specifico e la loro rilevanza nell’o-
besita € emersa in seguito a studi che han-
no analizzato il fenotipo conseguente ad
ablazione di specifiche isoforme di questi
enzimi in diversi tessuti. HDAC3, HDAC
di classe I, regola il metabolismo lipidico
a livello epatico. Knutson e colleghi (26)
hanno dimostrato che l'ablazione epatica
di Hdac3 causa una profonda disregolazio-
ne del metabolismo ed induce epatome-
galia ed epatosteatosi con alterazioni del
metabolismo glucidico e lipidico. Questi
effetti negativi sono dovuti all’attivazione
del circuito regolatorio di PPARYy nel fega-
to. Successivamente, ¢ stato dimostrato
che l'associazione di HDAC3 con il geno-
ma nel fegato segue una ritmicita circa-
diana (27). Mediante l'utilizzo di un altro
modello knock out specifico nel fegato, ¢
stato dimostrato che HDAC3 ¢é reclutata
sul genoma durante la fase non attiva e
di digiuno nei roditori e reprime 'espres-
sione dei geni importanti per la sintesi e
il sequestro dei lipidi, permettendo cosi
l'indirizzamento di intermedi metabolici
alla gluconeogenesi (28). Viceversa, nel-
la fase attiva HDAC3 non € reclutata sul
genoma, permettendo cosi la derepres-
sione dei geni lipogenici. E interessante
notare che in questo modello knock out
vi € epatosteatosi severa ma la tolleranza
al glucosio non ¢ alterata. Gli autori attri-
buiscono cio all’aumentata espressione di
geni importanti per un corretto sequestro
di lipidi in gocce lipidiche. Tuttavia, € im-
portante ricordare che in questo studio i
topi knock out sono stati esposti a dieta
arricchita in grassi per un breve periodo,
presumibilmente non sufficiente per in-
durre alterazioni sistemiche del metaboli-
smo. Il nostro gruppo ha dimostrato che
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HDACS3 regola il metabolismo lipidico an-
che nel tessuto adiposo (4). L'ablazione di
Hdac3 in questo tessuto, infatti, induce un
rimodellamento del metabolismo con I'in-
staurarsi di un ciclo futile di p-ossidazione
degli acidi grassi e de novo lipogenesi, atto
a supportare la termogenesi, un processo
che richiede grandi quantita di energia,
mediante il browning del WAT. Questo pe-
culiare fenotipo metabolico ¢ causato da
un’aumentata acetilazione a livello di spe-
cifiche regioni della cromatina che regola-
no geni chiave, quali Pparg, Ppara e Ucp1.
In questo contesto, citrato e acetil-CoA
svolgono un ruolo fondamentale, essendo
precursori sia della sintesi de novo di aci-
di grassi ma anche dell’acetilazione della
cromatina. In linea con questi risultati, ab-
biamo anche mostrato che I'inibizione di
HDAC di classe I contrasta I'aumento di
peso in modelli murini di obesita genetici
ed indotti dalla dieta attraverso 'aumento
della capacita ossidativa del WAT (29, 30).

Composti bioattivi possono modulare
Pacetilazione degli istoni

Sostanze naturali, come polifenoli e altri
composti estratti dalle piante, sono consi-
derati nuovi potenziali agenti terapeutici in
grado di contrastare le patologie metaboli-
che tra cui obesita, T2DM e aterosclerosi.
I polifenoli sono comuni in vegetali, frutti,
te verde e vino rosso e hanno proprieta
antiossidanti. E interessante notare che
alcune delle loro proprieta sono associate
a modulazione dell’attivita deacetilasica.
Uno tra i polifenoli pit noti, il resveratro-
lo, ha proprieta anti-obesogeniche perché
inibisce il differenziamento adipocitario e
la de novo lipogenesi, stimolando invece
la lipolisi con meccanismi dipendenti da
SIRT1 (31). La curcumina, invece, induce
rimodellamento della cromatina alterando
I'equilibrio tra acetilazione/deacetilazione
in condizioni diabetiche (32).

Metabolismo ad un carbonio
I nutrienti possono regolare i livelli di

metilazione principalmente attraverso due

meccanismi:

1) cambiamenti nella disponibilita di mo-
lecole donatori di metili;

2) alterazione dell’attivita di enzimi coin-
volti nella metilazione. Inoltre, gruppi
metili sono anche utilizzati per la mo-
dificazione post-traduzionale di alcune
proteine, per la sintesi di ormoni e di
altre molecole come creatina, carnitina
e fosfatidilcolina (PC).

Il metabolismo ad un carbonio € costi-
tuito da un insieme di vie biochimiche che
donano o rigenerano unita carboniose,
mediando la metilazione di tutte le mole-
cole con attivita biologica.

Folato e vitamina B12

Il ciclo del folato € direttamente connes-
so al ciclo della metionina: la metilazione
avviene mediante la conversione di SAMe
che, dopo aver donato un gruppo metile,
si converte a SAH e omocisteina (Figura
2A). SAMe e prodotta dalla metionina che
puo essere a sua volta rigenerata in pre-
senza di un donatore di gruppi metili, il
5-metil-tetra-idrofolato (5-MTHF). La me-
tionina sintasi (MTR, 5-methyltetrahydro-
folate-homocysteine methyltransferase)
€ un enzima chiave per la rigenerazione
della metionina. La vitamina B12 funge da
cofattore della metionina sintasi. Inoltre,
questa vitamina e cofattore dell’enzima mi-
tocondriale metil-malonil-CoA mutasi che
produce il succinil-CoA, intermedio del ci-
clo di Krebs. Infatti, la carenza di vitamina
B12 e associata ad un accumulo di malonil-
CoA che, quindi, riduce la B-ossidazione
mediante inibizione dell’enzima limitante
CPT1 (carnitina palmitoil transferasi 1).
Molte evidenze suggeriscono che lo stato
nutrizionale durante le prime fasi della vita
puo indurre modificazioni dell’epigenoma
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che predispongono al rischio di sviluppare
patologie metaboliche nelle fasi adulte del-
la vita. La malnutrizione paterna, sia come
denutrizione sia come ipernutrizione, €
stata associata ad aumentato rischio per
la progenie di sviluppare malattie metabo-
liche. Ad esempio, figli di genitori obesi
hanno un aumentato rischio di sviluppare
obesita rispetto a figli di genitori magri.
Uno dei casi di studio pit1 famoso € quello
concernente la cosiddetta “carestia inver-
nale olandese”, verificatasi nei Paesi Bas-
si negli anni 1944-1945. Individui esposti
alla carestia durante il periodo pre-natale
hanno riportato un profilo di metilazione
di geni importanti per lo sviluppo di ma-
lattie metaboliche differente da quello dei
fratelli non esposti (33). Tra i vari geni e
riportata una riduzione della metilazione a
carico del gene IGF2 (insulin like growth
factor 2). Quest’ultimo ¢ stato associato ad
aumentato rischio di obesita, dislipidemia
e insulino-resistenza (34). In un altro stu-
dio e riportato invece che l'integrazione di
acido folico nel periodo peri-concezionale
aumenta il livello di metilazione del gene
IGF2 nella progenie (35). Anche l'esposi-
zione ad ipernutrizione materna durante il
periodo pre-natale puo causare alterazioni
della metilazione di regioni CpG del pro-
motore del gene RXRA (retinoid x recep-
tor o) associato ad successivo aumento di
obesita (36). Parallelamente, ¢ stato dimo-
strato che la supplementazione di alimen-
ti che favoriscono la metilazione (colina,
betaina, acido folico e vitamina B12) € in
grado di prevenire 'amplificarsi dell’obe-
sita attraverso le generazioni (37). Altre
condizioni che possono associarsi a caren-
za di queste vitamine sono un insufficiente
apporto con la dieta, per esempio nella po-
polazione che segue dieta vegana o vege-
tariana, o nell’alcolismo cronico. Anche la
popolazione anziana € generalmente sog-
getta a carenze di macro- e micronutrienti

a causa di iponutrizione, a sua volta deter-
minata dalla presenza di altre patologie o
fattori psicologici.

Report clinici e studi di popolazione
hanno associato il metabolismo della vi-
tamina B12 a cardiomiopatie (38). Infatti,
sia la carenza di folato che di vitamina B12
inducono ipertrofia cardiaca, accompa-
gnata da alterazioni dell’ossidazione mito-
condriale degli acidi grassi (39). A sua vol-
ta, questa osservazione si correla ad una
ridotta espressione di PPARa, principale
regolatore della p-ossidazione, e ERRa
(estrogen related receptor o); inoltre, in
questa condizione ¢ stato evidenziato uno
shilanciamento dei livelli di acetilazione/
metilazione di PGCla, regolatore mito-
condriale, da parte di SIRT1, causando
ridotta espressione dei geni che codifica-
no per gli enzimi coinvolti nell'ossidazione
mitocondriale degli acidi grassi e nella re-
spirazione mitocondriale.

Non-alcoholic fatty liver disease
(NAFLD)

Non-alcoholic fatty liver disease (NA-
FLD) é una patologia epatica strettamen-
te connessa a obesita e T2DM. Caratteriz-
zata da un accumulo patologico di grasso
negli epatociti, questa patologia mostra
diversi gradi di severita, da steatosi a
fibrosi e cirrosi. Un sottogruppo di NA-
FLD, la cosiddetta steatoepatite (NASH),
puo progredire anche a stadi pitt severi
e si correla ad un aumentato rischio di
carcinoma epatocellulare (HCC). La NA-
FLD e multifattoriale ed e stata associata
ad alterazioni dell’epigenoma. A questo
proposito, € stato suggerito che un buon
marcatore per valutare la progressione di
NAFLD a NASH possa essere la metila-
zione del DNA in specifici CpG. Infatti,
sono stati riportati 69.247 siti CpG diffe-
renzialmente metilati in pazienti con NA-

I5
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FLD avanzata confrontati a pazienti con
NAFLD lieve (40). E stato anche osser-
vato che la NAFLD si correla a uno spo-
stamento della metilazione vicino a siti
di inizio della trascrizione, influenzando
cosl l'espressione di geni connessi all’o-
meostasi lipidica ed energetica. Tra que-
sti geni, sono riportati cambiamenti nella
metilazione di geni appartenenti alla fa-
miglia delle apolipoproteine (APO), coin-
volte nel trasporto dei lipidi, e STARD
(steroidogenic acute regulatory protein
related lipid transfer domain) associato a
trasporto del colesterolo e lipidi. Un altro
gene coinvolto, consistentemente alla let-
teratura precedente, € FGF21 (fibroblast
growth factor 21), che codifica per un or-
mone espresso a livello del fegato e del
tessuto adiposo, regolatore del metaboli-
smo energetico. L'espressione epatica di
FGF21 ¢ indotta in condizioni di digiuno
e da agonisti di PPARo (41) e gioca un
ruolo chiave nell'indurre perdita di peso
e miglioramento delle alterazioni del me-
tabolismo glucidico in topi obesi (42).

Metabolismo ad un carbonio
Alterazioni del metabolismo ad un car-
bonio si associano spesso a disfunzioni del
metabolismo epatico. Infatti, & stato dimo-
strato che diete povere di molecole dona-
tori di metili inducono accumulo epatico
di trigliceridi, predisponendo a NAFLD e
alla progressione in NASH (43). Un altro
studio ha dimostrato che topi nutriti con
diete povere in donatori di metili svilup-
pano steatosi epatica, accompagnata da
alternazione della metilazione del DNA e
delle modificazioni istoniche (44). Vice-
versa, l'integrazione di donatori di metili
puo migliorare la steatosi epatica ripristi-
nando la metilazione in siti CpG presenti
in promotori di geni coinvolti nel metaboli-
smo lipidico, per esempio Fasn (fatty acid
synthase) (45). Inoltre, ¢ stato dimostrato

che l'integrazione di donatori di metili con
la dieta € in grado di prevenire la NAFLD
indotta da una dieta ricca di grassi nei ratti
(45). Quest’effetto protettivo si associa a
modificazioni del profilo di metilazione di
geni quali Fasn e Srebf2 (sterol regulatory
binding factor 2) (45). Anche la deplezione
di folato puo indurre steatosi epatica, au-
mentando I'espressione di geni coinvolti
nella sintesi di lipidi (46).

Acetil-CoA

La progressione della steatosi epatica
¢ influenzata anche dall’acetilazione de-
gli istoni. Ad esempio, p300, una protei-
na che fa parte della famiglia delle HAT,
attiva il fattore di trascrizione ChREBP
(carbohydrate-responsive  element-bin-
ding protein) e aumenta I'espressione di
geni importanti per la sintesi di lipidi tra-
mite acetilazione degli istoni e di protei-
ne non-istoniche, favorendo l'insorgenza
di NAFLD (47). MeCP2 (Methyl CpG-
binding protein 2), una proteina che lega
le isole CpG e interagisce con HDAC3,
induce condensazione della cromatina e
repressione genica ed € stata implicata
nell'insorgenza di steatosi epatica. Infatti,
I'ablazione epatica di Mecp2 impedisce il
reclutamento di HDAC3 su specifici loci e
aumenta l'acetilazione di H3K27 a livello
di geni, quali Sqle (Squalene epoxidase),
Fasn e Cd36 (cluster of differentiation 36),
inducendo dislipidemia e NAFLD (48). Vi-
sta la rilevanza dell’acetilazione degli isto-
ni nella patogenesi di NAFLD, e possibile
speculare che la modulazione dei livelli di
acetil-CoA possa essere un approccio tera-
peutico perseguibile per il trattamento di
questa patologia.

Meccanismi epigenetici basati
su RNA-interference

Oltre alle modificazioni del DNA e de-
gli istoni, anche i microRNA (mi-RNA)
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sono regolatori epigenetici coinvolti nella
progressione di NAFLD. Infatti, i mi-RNA
circolanti sono importanti regolatori per
I'omeostasi epatica e sono stati proposti
come possibili nuovi biomarcatori per la
diagnosi e bersagli terapeutici per il trat-
tamento di lesioni epatiche e di epatocar-
cinomi.

Ad esempio, la disregolazione dell’e-
spressione di miR-122 e stata associata
a diverse patologie epatiche: nei pazienti
affetti da NASH i livelli di miR-122 sono
fortemente ridotti rispetto a quelli di pa-
zienti con steatosi o soggetti sani e que-
sto induce la disregolazione dell’espres-
sione di geni coinvolti nel metabolismo
lipidico (49).

Un altro mi-RNA usato come marcato-
re di NAFLD e miR-21: la sua espressione
¢ aumentata nei pazienti NAFLD rispet-
to ai controlli sani (50). E molto interes-
sante notare che l'integrazione di folato
puo influenzare I'espressione dei mi-RNA
importanti per la NAFLD, probabilmente
inducendo cambiamenti nella metilazio-
ne dei loro promotori. E stato dimostrato,
inoltre, che I'assunzione di diete povere
di colina e folato in topi induce lesioni
epatiche da NAFLD e i livelli circolanti
di miR-34a, miR-122, miR-181a, miR-192 e
miR200b correlano con la severita della
patologia (51).

Prospettive future nell'epigenetica
delle malattie metaboliche

Nonostante un’aumentata sensibilita
generale su questi temi, le patologie me-
taboliche hanno un’aumentata incidenza
e colpiscono la qualita e I'aspettativa di
vita dei pazienti affetti. Per queste ragio-
ni, vi € una grande urgenza di strategie
terapeutiche efficaci e sicure. Interventi
sullo stile di vita, trattamenti farmacologi-
ci e chirurgici sono alcune delle strategie

Glossario

5-MTHF: 5-methyltetrahydrofolate

ACLY: ATP-citrate lyase

CD36: cluster of differentiation 36

C/EBPs: CCAAT/enhancer binding proteins

ChREBP: carbohydrate-responsive element-binding
protein

CPT1: carnitine palmitoyltransferase

CUX1: cutlike homeobox 1

DNMT: DNA methyltransferases

EWAS: epigenome-wide association studies

FASN: fatty acid synthase

FGF21: fibroblast growth factor 21

FTO: fat mass and obesity associated

H3K4me3: histone H3 lysine 4 trimethylated

H3K9me2: histone H3 lysine 9 dimethylated

HAT: histone acetyltransferases

HCC: hepatocellular carcinoma

HDAC: histone deacetylases

HIF3A: hypoxia inducible factor 3A

HMT: histone methyltransferases

IGF2: insulin-like growth factor 2

JHDM: jumonji-C domain containing histone
demethylasesMeCP2, Methyl CpG-binding protein 2

mGWAS: metabomics genome-wide association studies

MTR: 5-methyltetrahydrofolate-homocysteine
methyltransferase

NAFLD: non-alcoholic fatty liver disease

NASH: non-alcoholic steatohepatitis

PC: phosphatidylcholine

PPARGa: peroxisome proliferator-activated receptor o

PPARY: peroxisome proliferator-activated receptor y

PGC1a: peroxisome proliferator-activated receptor y
coactivator la

RPGRIP1L: retinitis pigmentosa GTPase regulator
interacting protein 1 like

RXRa: retinoid X receptor o

SAH: S-adenosyl homocysteine

SAMe: S-adenosyl methionine

SQLE: squalene epoxidase

SREBF2: sterol regulatory element-binding
transcription factor 2

STARD: steroidogenic acute regulatory protein related
lipid transfer domain

TET: ten-eleven Translocation

UCP1: uncoupling protein 1

WAT: white adipose tissue
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Questionario di auto-apprendimento

. Lacetilazione delle lisine degli istoni richiede:
1. metionina

2. acetil-CoA

3. corpi chetonici

. Gli enzimi istone deacetilasi (HDAC):

1. rendono la cromatina piu rilassata
e piu accessibile ai fattori di trascrizione

2. rendono la cromatina meno rilassata e meno
accessibile ai fattori di trascrizione

3. rimuovono gruppi metilici dagli istoni

. Quale tra i seguenti intermedi metabolici
¢ coinvolto nella metilazione degli istoni
e del DNA:

1. piruvato

2. S-adenosilmetionina (SAMe)

3. acetil-CoA

. La supplementazione di alcuni componenti
della dieta che favoriscono la metilazione
degli istoni (colina, betaina, acido folico
e vitamina B12):
1. favorisce I'obesita
2. favorisce l'insorgenza di diabete mellito di tipo 2
3. previene 'amplificarsi dell’obesita attraverso

le generazioni

. Le diete povere di molecole che donano
gruppl metilici:
. prevengono I'accumulo di lipidi nel fegato
e laNAFLD
2. favoriscono I'accumulo di lipidi nel fegato
e predispongono alla NAFLD
3. proteggono dall'insorgenza di diabete mellito
di tipo 2

. La carenza di folati puo:

1. proteggere da steatosi epatica

2. prevenire I'insorgenza di insulino-resistenza
3. indurre steatosi epatica

. Nei pazienti affetti da NASH:

1. ilivelli di miR-122 sono aumentati rispetto
ai soggetti sani

2. ilivelli di miR-122 sono ridotti rispetto
ai soggetti sani

3. ilivelli di miR-122 non differiscono rispetto
ai soggetti sani

Risposte corrette:
A2, B2, C2, D3, E2, F3, G2

ad oggi utilizzate, ma I'effetto terapeutico
¢ ancora modesto e presenta variabilita
individuali.

Recentemente, 'aumentata conoscen-
za degli aspetti genetici ed epigenetici di
queste patologie ha stimolato nuovo in-
teresse nello studio di possibili approcci
di terapia personalizzata. I modificatori
dell’epigenoma utilizzano intermedi del
metabolismo per le loro reazioni enzima-
tiche. Conseguentemente, é possibile che
le fluttuazioni dei livelli di questi metabo-
liti, principalmente determinati dalla die-
ta, possa avere un impatto sulla regolazio-
ne dell’espressione genica tale da indurre
in alcuni casi alla progressione di queste
patologie.

Molti marcatori epigenetici sono te-
oricamente reversibili, suggerendo che
possibili terapie con molecole bioattive
potrebbero favorire il ripristino di profili
epigenetici piu favorevoli. La nutriepige-
nomica/nutriepigenetica, che studia I'im-
patto di nutrienti bioattivi sulle modifica-
zioni dell’epigenoma, potrebbe, infatti,
fornire un ulteriore contributo su questi
aspetti. Come abbiamo appena descritto,
le modificazioni degli istoni e del DNA
giocano un ruolo importante nella pato-
genesi delle malattie metaboliche. Ad
ogni modo, bisogna puntualizzare che
possibili approcci in grado di normalizza-
re 'epigenoma sono ancora da definire. A
questo proposito, lo sviluppo di farmaci
epigenetici che abbiano come bersagli i
modificatori dell’epigenoma potrebbe es-
sere una strategia promettente per rista-
bilire un corretto assetto dell’epigenoma
e “correggere” il fenotipo patologico, so-
prattutto nelle prime fasi della progressio-
ne della patologia. Tuttavia, molto rimane
da risolvere poiché é necessario chiarire
i meccanismi di plasticita dell’epigenoma
e come cio si associ allo sviluppo di pato-
logie metaboliche.
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Conclusioni

In questa rassegna abbiamo citato nu-
merosi studi che evidenziano una stretta
connessione tra metabolismo ed epigene-
tica nel contesto delle patologie su base
metabolica. Una migliore e pilt profonda
comprensione delle dinamiche molecola-
ri che orchestrano la risposta epigenetica
alla disponibilita di nutrienti consentira di
esplorare nuove possibili strategie tera-
peutiche per il trattamento delle patologie
cardiometaboliche.
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Negli ultimi anni la connessione tra metabolismo ed epigenetica nelle patologie cardiometaboliche
¢ stata evidenziata da numerose pubblicazioni. La disponibilita di metaboliti rappresenta un fattore
cruciale che condiziona non solo il metabolismo cellulare ma anche la regolazione epigenetica dell’e-
spressione genica, due aspetti che possono essere alterati nelle malattie cardiometaboliche. Infatti, i
modificatori dell’epigenoma sono enzimi che utilizzano come substrati o cofattori intermedi del meta-
bolismo. Questa rassegna pone I'accento sulla rilevanza della regolazione epigenetica nelle patologie
su base metaboliche. In particolare, prendiamo in esame le correlazioni tra epigenetica e obesita e dia-
bete di tipo 2, importanti fattori di rischio per le patologie cardiovascolari. Strettamente interconnessa
a queste patologie, anche la steatosi epatica non alcolica & una patologia su base metabolica di grande
rilevanza di cui esaminiamo possibili relazioni con i meccanismi epigenetici. Inoltre, discuteremo pos-
sibili approcci terapeutici basati sul rimodellamento dell’epigenoma “patologico” e del metabolismo.

Parole chiave: Malattie metaboliche, regolazione del metabolismo, epigenetica, diabete, obesita, steatosi

epatica
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