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Obiettivi dellaricerca

L'obesita pud essere comunemente definita come un disturbo nelllomeostasi energetica
che si sviluppa quando l'apporto energetico supera il dispendio energetico. E diventata
una delle principali cause di una varieta di malattie croniche in tutto il mondo, tra cui
diabete, malattie cardiovascolari e ipertensione. Pertanto, la ricerca sui meccanismi in
grado di regolare I'omeostasi energetica potrebbe facilitare notevolmente la prevenzione e
il trattamento dell'obesita. Questo progetto si propone di identificare i meccanismi
molecolari e cellulari alla base del trattamento di molecole come il butirrato e suoi derivati
nel sistema modello Caenorhabditis elegans, tramite approcci di genetica, lipidomica e
metabolomica. C. elegans € un ottimo modello per esplorare la regolazione del
metabolismo lipidico perché molti aspetti della sintesi dei grassi e dei percorsi di
demolizione caratterizzati negli esseri umani sono conservati in questo semplice
organismo. Nei mammiferi, ad esempio, diversi recettori ormonali nucleari (NHR)
funzionano come sensori metabolici e regolatori principali del bilancio energetico. In C.
elegans, la funzione di NHR-49 é simile a quella dei recettori attivati da proliferatori
perossisomiali dei mammiferi (PPAR), regolando la 3-ossidazione e l'espressione di geni
che rispondono all'input della dieta. Ci si propone di effettuare I'analisi dell’espressione
genica del metabolismo lipidico nei mutanti nhr-9, e in altri mutanti modello di obesita (ad
es.pept-1, tub-1) trattati e non al fine di comprendere quali siano le ragioni delle differenze
nell’accumulo di vescicole lipidiche, indotte dai corpi chetonici come il 2-idrossiisobutirrato,
che si osservano tra questi e i nematodi wild type N2. Tale molecola infatti, come
dimostrato in studi preliminari, nei ceppi N2 ha un effetto nel ridurre I'accumulo lipidico,
mentre in alcuni mutanti questo effetto non e stato osservato. L'immagazzinamento dei
grassi, che nei mammiferi avviene all'interno degli adipociti, in C. elegans si realizza
all'interno di vescicole lipidiche, definite lipid droplets, che fungono da deposito. Tali
goccioline presenti nelle cellule intestinali ed ipodermiche, grazie alla trasparenza del
corpo del nematode, vengono visualizzate direttamente negli animali intatti tramite I'utilizzo
di coloranti liposolubili (ad esempio il Sudan Black B che colora di nero i depositi lipidici) o
integrando la dieta di laboratorio dell’animale con composti fluorescenti come Nile Red.

Il contenuto lipidico di C. elegans e costituito da depositi grassi di trigliceridi, la cui
percentuale e fortemente influenzata dalla dieta e dallo stadio di crescita e dai fosfolipidi
che variano in base alla temperatura di crescita, e sono generalmente rappresentati da
fosfatidiletanolammina (55%), fosfatidilcolina (32%), sfingomielina (8%) e cardiolipina e
fosfatidil-inositolo (5%). Tramite approcci di lipidomica verra valutata la variazione del
contenuto di questi lipidi nei mutanti trattati con le molecole. | membri della famiglia delle
desaturasi e delle elongasi in C. elegans sono codificati rispettivamente dai geni fat ed elo



by

e la loro inattivazione € associata alla comparsa di fenotipi metabolici, fisiologici e
comportamentali che possono essere conseguenza diretta dall’alterazione della
composizione lipidica totale nel nematode. Tali fenotipi possono essere caratterizzati da
crescita ritardata, corpo piu piccolo, movimenti rallentati, difetti riproduttivi, anormalita della
segnalazione sensoriale e neurotrasmissione e ridotta vitalita. Essi verranno valutati nei
mutanti trattati e non con le diverse molecole.

Verranno inoltre effettuati esperimenti di metabolomica per valutare le variazioni
metaboliche presenti nelle popolazioni mutanti trattate con le molecole.

L'integrazione dei dati molecolari, lipidomici e metabolomici combinati con gli effetti
fenotipici ci permettera di delineare i meccanismi cellulari coinvolti nella risposta degli
animali al trattamento con i corpi chetonici.

Stato delle conoscenze

L'elevata omologia tra i geni di Caenorhabditis elegans e quelli implicati nelle malattie
umane fa del nematode un importante modello per lo studio delle patologie del’'uomo. C.
elegans, grazie alle sue molteplici e versatili caratteristiche costituisce un potente
organismo modello per la comprensione dei meccanismi molecolari complessi correlati
alla patogenesi e all'individuazione dei target terapeutici di diverse malattie umane.
L'utilizzo di questo organismo relativamente semplice costituisce un ottimo sistema
manipolabile attraverso un'abbondanza di potenti strumenti di biologia cellulare,
molecolare e genetici per la scoperta dei geni alla base di diverse malattie, tra cui
I'obesita. L’'aumento preponderante dell’obesita, che dal 1980 ha visto duplicare il numero
di persone colpite da tale condizione, ha come fattori determinanti 'aumento di peso e i
cambiamenti delle abitudini alimentari. Attualmente gli individui obesi nel mondo sono piu
di 600 milioni e in associazione a questa tendenza allarmante c’e il proporzionale aumento
a livello mondiale del diabete mellito di tipo 2 (T2DM) i cui disordini metabolici ad esso
correlati, come la dislipidemia e l'insulino-resistenza, sono importanti fattori di rischio per
patologie associate, come malattie cardiovascolari e diversi tipi di cancro [1]. Un ruolo
diagnostico di rilevante importanza nello sviluppo di tale disturbo metabolico sembra
essere quello del microbioma intestinale che, con un numero di batteri superiore a 10",
differisce nella composizione, soprattutto dei Bacteroidetes e dei Firmicutes tra individui
magri ed obesi, anche in dipendenza a variazioni della dieta come dimostrato in studi su
modelli murini e sul’'uomo [2]. Il coinvolgimento del microbioma nel bilancio energetico e
stato ulteriormente dimostrato dal fatto che, tramite studi di trapianto di mcirobiota fecale, il
cui potenziale terapautico € associato alla capacita di ripristino dell'equilibrio microbico
intestinale sostituendo i patogeni con ceppi batterici piu benefici, il microbioma obeso si
rivelato piu efficiente nel produrre energia dalla dieta. Oltre a questo, e stato riscontrato
nel microbiota intestinale dei pazienti affetti da diabete mellito di tipo Il una diminuzione dei
batteri che producono butirrato (Roseburia e Faecalibacterium prauznitzii), rispetto a
qguello degli individui sani [3]. Tale acido grasso a catena corta viene assorbito a livello
intestinale e costituisce una fonte di energia per le cellule epiteliali del colon, infatti la sua
assenza influisce sullo sviluppo di malattie e infiammazioni dell'intestino. Anche nei
modelli murini & stato dimostrato che la somministrazione orale di questo composto
determina un miglioramento della sensibilitd allinsulina aumentando il dispendio
energetico e la funzione mitocondriale [4], sebbene | meccanismi alla base dei potenziali
effetti benefici del butirrato sul metabolismo non sono chiari. Si € visto che in C.elegans il
B-idrossibutirrato (BHB) promuove l'estensione della durata della vita e la protezione
contro stress metabolici, proteotossici e termici. Tale composto, che nei mammiferi viene
prodotto principalmente dalla rottura catalitica degli acidi grassi all'interno del fegato, pare
essere coinvolto nella riduzione del signaling del recettore dell'insulina DAF-2 con



conseguente attivazione del fattore di trascrizione DAF-16 [5]. La somministrazione del [3-
idrossibutirrato o una dieta chetogenica, a causa della ridotta assunzione di carboidrati, si
sono dimostrate efficaci anche nell'abbassare la glicemia nei pazienti con diabete di tipo Il
[6]. Tali risultati sembrano indicare che il BHB sia un composto mimetico della restrizione
dietetica potenzialmente utile nel trattamento di molti disturbi umani associati all’aging.
Tuttavia sono ancora necessari ulteriori studi per chiarire il funzionamento e il ruolo di tali
meccanismi sia a livello delle vie metaboliche che a livello cellulare e genetico.
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