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Introduzione

La riprogrammazione metabolica € una componente fondamentale della
biologia tumorale: consente alle cellule neoplastiche di sostenere la proliferazione,
adattarsi alle condizioni del microambiente e sviluppare resistenza ai trattamenti. Il
metabolismo, tuttavia, non fornisce soltanto energia e precursori biosintetici, ma
partecipa anche alla regolazione dell’espressione genica e dell'attivita proteica. In
questo contesto, [l'acetil-coenzima A (acetil-CoA) rappresenta un punto di
collegamento tra disponibilita dei nutrienti e comportamento cellulare. Prodotto
attraverso diverse vie metaboliche, l'acetil-CoA contribuisce al metabolismo
energetico, alla sintesi dei lipidi e all’acetilazione degli istoni e di numerose proteine
non istoniche. Attraverso queste funzioni pud influenzare processi rilevanti per la
progressione neoplastica, quali proliferazione, riparazione del DNA, sopravvivenza e
invasivita. | suoi effetti dipendono non soltanto dalla quantita complessivamente
disponibile, ma anche dalla distribuzione nei compartimenti cellulari, dall’attivita degli
enzimi che lo producono e lo utilizzano e dalle caratteristiche del tessuto considerato.
Questa tesi compilativa si propone di analizzare il ruolo dell’acetil-CoA nella
regolazione del fenotipo neoplastico, mettendo in relazione i meccanismi biochimici
con le loro possibili implicazioni terapeutiche. Dopo un inquadramento delle funzioni
fisiologiche della molecola e delle principali alterazioni metaboliche tumorali, vengono
esaminate le vie di produzione dell’acetil-CoA e il suo contributo all’acetilazione
istonica e non istonica. L'analisi si concentra quindi sul coinvolgimento di questi
processi nellinvasione e nella disseminazione metastatica, nelle interazioni con il
sistema immunitario e nella resistenza ai trattamenti. Il confronto tra diversi modelli
tumorali permette di evidenziare sia meccanismi condivisi sia risposte dipendenti dal
contesto. La ricerca bibliografica & stata condotta principalmente attraverso PubMed,
integrando le ricerche per parole chiave con la consultazione delle bibliografie e dei
lavori correlati. Sono stati privilegiati gli studi sperimentali originali in lingua inglese,
utilizzando le rassegne per I'inquadramento generale. L'interpretazione delle evidenze
distingue i risultati ottenuti in colture cellulari e modelli animali dalle osservazioni
cliniche. La prevalenza di dati preclinici e la necessita di conferme indipendenti per
alcuni meccanismi richiedono infatti cautela nel trasferire i risultati alla pratica

terapeutica. L'obiettivo € delineare le conoscenze disponibili e le questioni ancora



aperte, valutando le opportunita e i limiti del metabolismo dell'acetil-CoA come

bersaglio oncologico.



Capitolo 1

L’acetil-CoA nella cellula in condizioni fisiologiche: biochimica,

compartimentalizzazione e funzioni

Nonostante il nucleo del mio lavoro di tesi sia il ruolo dell’acetil-CoA in un
contesto oncologico, si & ritenuto opportuno inserire un capitolo introduttivo che dia un
inquadramento generale sul ruolo dell’acetil-CoA in condizioni fisiologiche, in modo da
introdurre piu agevolmente una serie di concetti di base che si troveranno poi anche

nei capitoli successivi

1.1 Struttura chimica e significato del legame tioestere ad alta
energia

L'acetil-CoA & una molecola impermeabile alle membrane cellulari, costituita da
un gruppo acetilico (CH3CO-) unito ad uno di coenzima A, ossia un derivato dell'acido
pantotenico, vitamina B5 e della cisteina, uniti mediante un legame tioestere'. Questo
legame & caratterizzato dall’essere termodinamicamente attivato ma cineticamente
stabile, non essendo soggetto ad idrolisi spontanea in ambiente acquoso?. Da questa
caratteristica ne deriva la possibilita di trasferire residui acetilici ad una vasta gamma
di substrati nucleofili accettori, tra cui I'impatto sulla modifica proteica post
traduzionale, sul metabolismo, sull’espressione mediante acetilazione istonica e sul
ciclo cellulare stesso, aspetti che saranno motivati e approfonditi nei successivi

sottocapitoli.

1.2 Le vie di produzione

La produzione dell'acetil-CoA € il primo aspetto metabolico che necessita
guantomeno un inquadramento, dato che come sara mostrato nei capitoli successivi
questi pathways sono ampiamente disregolati nelle cellule neoplastiche. In linea
generale, nella maggior parte dei tessuti dei mammiferi, I'acetil-CoA viene prodotto a
livello mitocondriale mediante catabolismo degli aminoacidi ramificati, ossidazione del
piruvato di origine glicolitica e beta-ossidazione. La glicolisi citosolica porta alla
formazione di piruvato, traslocato poi a livello mitocondriale mediante il carrier
mitocondriale del piruvato (MPC)3, per poi essere processato dal complesso della

piruvato deidrogenasi (PDC) a formare acetil-CoA, NADH e COz2. Il PDC presenta due



proteine associate ad esso con finalita regolatoria, ossia l'enzima piruvato
deidrogenasi chinasi (PDK) e il piruvato deidrogenasi fosfatasi (PDP), a loro volta
regolate allostericamente da molecole come lo stesso acetil-CoA, NADH e ATP. Questi
ultimi tenderanno ad attivare la PDK, che al contrario verra inibita invece da CoA,
NAD* ed ADP. La finalita di questo circuito regolatorio & garantire che i prodotti della
glicolisi siano usati a fini energetici, ossia produzione di ATP, in contesti di bassa
energia, e a fini anabolici in caso di abbondanza di ATP, NADH e acetil-CoA.# L'acetil-
CoA e in generale le molecole di natura lipidica, come verra approfondito in seguito,
sono impermeabili alle membrane e necessitano di una forma trasportabile che possa
raggiungere la membrana mitocondriale interna. Questo processo inizia con la
condensazione di acidi grassi citosolici, principalmente il palmitato, ad opera di diversi
enzimi della famiglia della acil-CoA sintasi, con la formazione di acil-CoA, che viene
poi trasferito dalla Carnitina Palmitoiltransferasi 1 (CPT1) ad una molecola di L-
carnitina. La proteina SLC25A20, nota anche come carnitina/acilcarnitina traslocasi,
permette I'ingresso della L-carnitina con il residuo acilico a livello mitocondriale, dove
la CPT2 rigenera acil-CoA e L-carnitina nella matrice. A questo punto I'acil-CoA, ora
mitocondriale, viene impiegato nella 3-ossidazione, che accorcia in modo progressivo
la catena di due atomi di carbonio producendo acetil-CoA.° La terza via di maggior
rilevanza, utilizza come substrato gli aminoacidi ramificati, principalmente leucina e
isoleucina®, che subiscono una transaminazione a a-chetoacidi a catena ramificata
dall'enzima citosolico Branched-Chain Amino Acid Transaminase 1 (BCAT1). Il
processo pud avvenire anche a livello mitocondriale grazie all'isoenzima
metabolicamente attivo BCAT2. A questo segue la decarbossilazione ossidativa da
parte del complesso BCKD, che porta alla produzione di NADH, acetil-CoA e altri
tioesteri acil-CoA, che possono poi entrare nella B-ossidazione o nel ciclo di Krebs.
Resta ancora oggetto di studio la via di ingresso degli aminoacidi ramificati a livello
mitocondriale. A queste vie metaboliche si affiancano le vie di produzione dell'acetil-
CoA a partire dai corpi chetonici e la sintesi ATP-dipendente a partire da acetato, cui
sara dedicato un capitolo specifico in contesto oncologico. | corpi chetonici sono
acetoacetato, B-idrossibutirrato e acetone; questi sono prodotti dal fegato, immessi in
circolo e captati dai tessuti extraepatici, dove la 3-idrossibutirrato deidrogenasi 1
(BDH1) ossida il D-B-idrossibutirrato ad acetoacetato, con riduzione di NAD*. A questo
punto la 3-oxoacid CoA-transferase 1 (OXCT1) o in alternativa la OXCT2, trasferisce

il CoA dal succinil-CoA all'acetoacetato, generando acetoacetil-CoA. Il terzo e ultimo



step avviene ad opera di un complesso proteico con attivita acetoacetil-CoA tiolasica,
che scinde l'acetoacetil-CoA in presenza di CoA, liberando due molecole di acetil-
CoA’. Il fegato ha la sola funzione di produrre i corpi chetonici e di non utilizzarli;
infatti, la OXCT1 & assente a livello epatico. La produzione a partire da acetato sfrutta
invece in primo luogo i trasportatori monocarbossilici® per accumulare acetato
all'interno della cellula, a cui segue I'intervento dell'enzima Acyl-CoA Synthetase Short
Chain Family Member 1 (ACSS1) a livello della matrice mitocondriale, che condensa
il coenzima A ad acetato consumando ATP. Una possibile fonte di acetato e
rappresentata dall’etanolo, che viene ossidato ad acetaldeide dall'attivita dell'Alcol
deidrogenasi 1B (ADH1B), convertita poi ad acetato dall'enzima aldeide deidrogenasi
di tipo 2 (ALDH2). Una conseguenza documentata che dimostra la rilevanza di questa
via € la correlazione tra assunzione di etanolo e I'elevata acetilazione proteica a livello
epatico.® A livello del citosol avviene una reazione analoga ad opera di ACSS2, ossia
legame tra acetato e coenzima-A ATP dipendente, con la sostanziale differenza legata
al destino dell’acetil-CoA nei due diversi compartimenti: I'acetil-CoA mitocondriale
alimenta infatti il ciclo di Krebs, quello generato da ACSS2 rimane disponibile per la

lipogenesi e per le reazioni di acetilazione, come sara successivamente mostrato.®

1.3 Compartimentalizzazione e i diversi pool cellulari

L'acetil-CoA, in quanto molecola fortemente carica e quindi polare, risulta
impermeabile alle membrane dei vari organelli cellulari quali la membrana
mitocondriale interna, quella perossisomiale e la reticolare, da cui la presenza di
quattro pool distinti, di acetil-CoA, ossia mitocondriale, perossisomiale, nucleo-
citosolico e intrareticolare®. Il motivo per cui & possibile parlare di pool “nucleo-
citosolico” & legato al fatto che i pori nucleari consentono la libera diffusione dell’acetil-
CoA, nonostante la diffusione potrebbe essere limitata dall'affollamento
macromolecolare; infatti, il nucleo ha concentrazioni molto piu alte di proteine e DNA
e ci sono evidenze che sintesi lipidica citosolica e acetilazione istonica nucleare non
attingano dagli stessi pool™. Il reticolo endoplasmatico si configura invece come caso
limite, infatti & privo di enzimi in grado di produrre acetil-CoA, motivo per cui
I'acetilazione nel lume dipende interamente dalla traslocazione mediata da Acetyl-CoA
transporter 1 (SLC33A1), noto anche come AT-1'2. Il gene SLC33A1 & regolato

mediante transattivazione ad opera del fattore di trascrizione X-box binding protein 1



(XBP1), correlato allo stress reticolare. Infatti, sotto stress del RE il pool intrareticolare
tende ad aumentare a spese di quello nucleo-citosolico. | compartimenti non sono
quindi da considerarsi come definitivamente separati, ma finemente regolati e
interconnessi in base alle necessita cellulari’®. Il metabolismo perossisomiale
dell'acetil-CoA € stato citato per completezza, ma occorre precisare che € stato
caratterizzato quasi solo nel lievito' e mancano studi approfonditi sui mammiferi. La
presenza di diversi pool di acetil-CoA separati ma interconnessi aggiunge un ulteriore
livello di complessita alla comprensione del metabolismo di questa molecola®, infatti
il livello complessivo di acetil-CoA cellulare non fornisce indicazioni precise sulla
predominanza di uno specifico processo cellulare in un dato momento, con

ripercussioni anche in ambito oncologico, come sara approfondito in seguito.

1.4 Destino metabolico del pool mitocondriale

Il pool di acetil-CoA mitocondriale viene in linea generale impiegato nel ciclo
degli acidi tricarbossilici per ottenere NADH, utilizzato a sua volta per produrre ATP
nella fosforilazione ossidativa’®. A livello epatico, per azione sequenziale del
complesso proteico tiolasico formato da acetoacetil-CoA, 3-idrossi-3-metilglutaril-CoA
sintasi mitocondriale (HMGCS2), 3-idrossi-3-metilglutaril-CoA liasi (HMGCL) e 3-
idrossibutirrato deidrogenasi 1 (BDH1), I'acetil-CoA formatosi dalla beta ossidazione
viene trasformato on corpi chetonici. Nello specifico questa via metabolica &
particolarmente attiva in contesti di digiuno o restrizione calorica'. Infatti, i corpi
chetonici, di fatto potrebbero essere classificato come la forma trasportabile di acetil-
CoA tra gli organi. Essi entrano in circolo e sono captati da neuroni e cardiomiociti, per
poi subire la riconversione ad acetil-CoA'® . In aggiunta in questo contesto, il B-
idrossibutirrato agisce anche come inibitore endogeno delle deacetilasi istoniche
HDAC1, HDAC2 e HDAC3, come verra spiegato nel quarto capitolo™®.

1.5 Destino metabolico del pool citosolico

Il pool citosolico presenta un destino metabolico marcatamente differente
rispetto a quello mitocondriale: viene infatti impiegato in primo luogo nella lipogenesi,
ad opera della acetil-CoA carbossilasi (ACAC), enzima biotina-dipendente che
provvede alla formazione di malonil-CoA mediante carbossilazione. Questo enzima &

presente in due isoforme, ossia ACACA e ACACB, inibite entrambe dall'attivita



dellenzima AMPK in caso di condizioni di scarsita energetica mediante
fosforilazione?®, inoltre il malonil-CoA inibisce CPT1, agendo come freno
all'ossidazione degli acidi grassi?’. La seconda possibilita & la via del mevalonato,
dove HMGCS1 e una tiolasi extramitocondriale condensano tre acetil-CoA in HMG-
CoA; a questo punto HMGCR lo riduce a mevalonato, precursore di steroli, ubiquinone
e isoprenoidi??. La terza possibilita, solo nominata in questa sede in quanto oggetto di
un successivo sottocapitolo, ed € [l'utilizzo dell’acetil-CoA come donatore per
I'acetilazione delle proteine e per la sintesi di metaboliti acetilati come I'UDP-N-
acetilglucosamina. Un aspetto rilevante € la competizione di un pool limitato per i tre
possibili destini metabolici, & stato infatti dimostrato che in epatociti murini con
knockout di ACACA e ACACB, la rimozione della via lipogenica ha portato a

iperacetilazione delle proteine extramitocondriali®3.

1.6 Il traffico intercompartimentale

Come precedentemente descritto, I'acetil-CoA non € in grado di attraversare le
membrane, tra cui anche quella mitocondriale interna, motivo per cui &€ necessario un
trasporto indiretto e successiva ricostituzione. Questo processo coinvolge in primo
luogo l'enzima citrato sintasi, che condensa acetil-CoA e ossalacetato formando
citrato e CoA?*; a questo punto la Citrate Transport Protein (CTP) esporta il citrato nel
citoplasma, che viene scisso dalla ATP citrato liasi (ACLY) in ossalacetato e acetil-
CoA con una reazione ATP- e CoA-dipendente. L'ossalacetato citosolico viene quindi
ridotto a malato dall'enzima malato deidrogenasi 1 (MDH1), e quest’ultimo metabolita
rientra nel mitocondrio tramite trasportatore mitocondriale dei dicarbossilati (DIC) o il
carrier mitocondriale del 2-ossoglutarato/malato®®, entrambi antiporti, oppure viene
convertito a piruvato dall'enzima malico (ME1) e rientra tramite il carrier del piruvato
mitocondriale. Per quanto riguarda il traffico in uscita, viene utilizzato lo shuttle della
carnitina: I'enzima carnitina O-acetiltransferasi (CRAT) mitocondriale converte L-
carnitina in acetil-L-carnitina, che condivide con la carnitina libera la capacita di
guidare l'antiporto CACT, gia citato nel capitolo 1.2 come via di ingresso per I'acil-
carnitina. Il processo termina nel citosol dove una variante di CRAT rigenera acetil-
CoA e L-carnitina?. CRAT si configura quindi come una valvola di sfogo. Nel muscolo
scheletrico la sua attivita € critica per la tolleranza glucidica sistemica, verosimilmente

perché esporta l'acetil-CoA in eccesso dalla matrice e previene l'inibizione da



substrato del complesso enzimatico del piruvato deidrogenasi?’. Il gradiente netto di
acetil-CoA non é solo legato ai livelli di consumo e sintesi nei due compartimenti, ma
anche dall’attivita del trasportatore del citrato, che viene stimolato da fattori
trascrizionali pro-infammatori come NF-KB e STAT128, oltre che dall’attivita di ACLY,
a sua volta regolata da pathways oncogenici che verranno approfonditi in seguito. La
traslocazione del citrato implica la rimozione di un intermedio del ciclo di Krebs, da cui
la necessita di una via anaplerotica per rigenerare ossalacetato?®, via che consiste
nell'ossidazione della glutammina, alterata in ambito oncologico e trattata nel capitolo
2.2

1.7 1l pool nucleare

Oltre al pool citosolico e a quello mitocondriale, occorre fare alcune precisazioni
sul pool nucleare di acetil-CoA. Come stabilito infatti nel capitolo 1.3, i pori nucleari
sono liberamente permeabili all’acetil-CoA tanto da poter definire il pool come “nucleo-
citosolico”, e la conseguenza logica dovrebbe essere una piena condivisione
dell’acetil-CoA tra nucleo e citosol. L'evidenza sperimentale tuttavia mostra una
situazione piu complessa, infatti € documentato come nei fibroblasti embrionali murini
Acly-/-, l'acetato esogeno a concentrazione fisiologica di 100 uM ripristina la sintesi
degli acidi grassi e la produzione di malonil-CoA ma non l'acetilazione istonica, che
torna ai livelli normali solo a concentrazioni dieci volte superiori, indicando quindi un
flusso non unicamente concentrazione dipendente come ipotizzabile in funzione della
permeabilita dei pori nucleari®®. In condizioni ipossiche e prive di siero, coerenti
peraltro con il microambiente tumorale, & stato dimostrato che ACSS2 trasloca nel
nucleo, dove usa prevalentemente l'acetato derivante da deacetilazione istonica
piuttosto che il pool radiomarcato esterno al nucleo®'. Queste evidenze indicano che
nonostante la presenza di un unico pool nucleo-citosolico, ci sia una preferenza per
'acetil-CoA prodotto in prossimita del luogo di utilizzo, ossia una separazione
funzionale contrapposta a libera permeabilita fisica. Questa preferenza per I'acetil-
CoA locale & anche coerente con I'esistenza di enzimi produttori nucleari, ossia ACLY
nucleare, che produce acetil-CoA presso le rotture del DNA a doppio filamento, come
verra approfondito nel capitolo 4.3 e il sopracitato ACSS2 nucleare, che ricicla
I'acetato prodotto dalle reazioni di deacetilazione. A questi si aggiunge il complesso

della PDC nucleare, infatti tutte le subunita del complesso mitocondriale sono presenti



anche nel nucleo in risposta a stress mitocondriale, segnalazioni da fattori di crescita
e stimoli differenziativi®2. || complesso della PDC nucleare presenta inoltre, la
particolarita di traslocare nel nucleo mediante ancoraggio mitocondrio-nucleo mediato
dalla proteina mitofusina 2 (MFN2), senza passare dai pori®3. Un ulteriore peculiarita
del pool nucleare & che alcuni siti istonici, come H3K23, si trovano in uno stato quasi
costantemente acetilato, motivo per cui € plausibile che non abbiano un ruolo
regolatorio ma di serbatoio di gruppi acetilici, da cui attingere per acetilare i siti
regolatori chiave®*. La conseguenza logica dell’esistenza di queste riserve istoniche &
la domanda, ancora aperta, se anche altri siti istonici acetilati in caso di condizioni di
carenza energetica siano usati come tampone metabolico e delle eventual

conseguenze della rimozione dei suddetti residui di acetile.

1.8 L’acetil-CoA come secondo messaggero

Nonostante per secondo messaggero in senso stretto si intendano molecole
come cAMP, Ca%*, IP;, DAG, prodotte in risposta ad un primo messaggero che si lega
a un recettore, con effetti dedicati e una funzione specificamente di segnalazione, &
possibile considerare I'acetil-CoA come un “metabolita di segnalazione” che veicola
informazioni sullo stato metabolico verso sistemi effettori'. Rispetto all'ATP, il cui livello
viene mantenuto relativamente stabile per garantire I'omeostasi bioenergetica, I'acetil-
CoA varia ampiamente in risposta a stimoli intra- ed extracellulari, come documentato
anche nel corso dello sviluppo embrionale3®. Uno dei primi parametri a cui risponde la
cellula & proprio la fluttuazione della concentrazione di acetil-CoA. Questa & stata
infatti misurata in colture di cellule tumorali in un intervallo compreso tra 3—20 uM, e
molte acetil-transferasi hanno una Kd verso l'acetil-CoA nell'ordine del basso
micromolare o dell'alto nanomolare, coerente con lintervallo in cui il metabolita
fisiologicamente oscilla. Questo permette di affermare che una variazione di
concentrazione di substrato si traduce direttamente in una variazione di velocita di
reazione e quindi in una risposta adattiva®®. La seconda variabile che viene “letta”
dalla cellula & invece il rapporto acetil-CoA/CoA piu che la concentrazione assoluta,
infatti le KAT, ossia la lisina acetiltrasferasi che trasferiscono un gruppo acetile su un
residuo di azoto, usando acetil-CoA come donatore e liberando CoA, di conseguenza,
sono inibite dal proprio prodotto, ossia il CoA, con sensibilita variabile3”. Occorre

quindi stabilire cosa faccia oscillare i livelli di acetil-CoA, e questo € stato studiato in



vitro, dove cellule tumorali umane incubate in un terreno privo di siero e nutrienti,
hanno manifestato un crollo di acetil-CoA prima di ATP e NADH, entro trenta minuti, e
il calo & pit marcato nella frazione citosolica che nell'estratto totale, il pool
mitocondriale ha subito infatti una variazione minore, per quanto significativa®. In vivo
invece é stato documentato come nel topo a digiuno da 24 ore si & osservata una
riduzione dell’acetil-CoA totale in cuore e muscolo, con riduzione dell’acetilazione
proteica, rimanendo invariato a livello cerebrale e aumentato nel fegato, a causa della
mobilizzazione del grasso sottocutaneo e la conseguente attivazione della [3-
ossidazione. Una stessa condizione sistemica produce quindi risposte opposte a
seconda dei tessuti, riproponendosi come una versione macroscopica del principio di
compartimentazione, gia discusso nel capitolo 1.338. L'acetil-CoA quindi fluttua in un
intervallo ampio, viene letto da enzimi con un’affinita che cade nellintervallo di
fluttuazione e la sua variazione ha conseguenze funzionali documentate. Queste
condizioni sono coerenti con la trasmissione di informazioni e giustificano la
definizione di secondo messaggero proposta da Pietrocola e collaboratori*. Resta
perd una differenza fondamentale che rende I'acetil-CoA de facto diverso dai secondi
messaggeri in senso stretto, I'acetil-CoA viene infatti fisicamente incorporato nel
substrato che modifica, rendendo I'acetilazione, trattata nel prossimo paragrafo, una
modalita di trasmissione stechiometrica piuttosto che una cascata di segnalazione

preposta all'amplificazione di un segnale iniziale.

1.9 Acetilazione proteica: le basi

L’acetilazione proteica rappresenta una tra le modifiche post traduzionali piu
rilevanti, e consiste per I'appunto nel trasferimento del gruppo acetilico dall'acetil-CoA
all'azoto ¢ della lisina. Questo ha due implicazioni di tipo fisico immediato, ossia la
neutralizzazione della carica positiva della lisina e 'aumento dellingombro sterico®.
In linea generale il processo di acetilazione & chimicamente reversibile ma per
completezza occorre almeno citare I'esistenza dell’acetilazione catalizzata dalle N-
acetiltransferasi (NAT) sull'azoto a del residuo N-terminale, questo € un fenomeno di
tipo co-traduzionale e sostanzialmente irreversibile*C. Il processo di acetilazione viene
effettuato dalle lisin-acetiltransferasi (KAT); queste sono codificate da 22 sequenze
nel genoma umano, presentano una specificita di substrato marcata e sono suddivise

in tre famiglie ossia N-acetiltransferasi correlate a Gen5 (GNAT), famiglia MYST e



fattori di trascrizione p300/CBP. Il processo inverso viene invece svolto dalle
deacetilasi, divise in due famiglie distinte in termini di cofattori, ossia le HDAC zinco-
dipendenti, classi |, Il e IV e le sirtuine classe lll, che richiedono obbligatoriamente
NAD* come cofattore*'. Le HDAC zinco-dipendenti catalizzano una semplice idrolisi,
mentre ogni evento di deacetilazione mediato dalle sirtuine scinde una molecola di
NAD* producendo nicotinammide e 2'-O-acetil-ADP-ribosio. Occorre anche ricordare
l'esistenza di una forma di acetilazione non enzimatica, a livello della matrice
mitocondriale troviamo infatti un ambiente alcalino, tale per cui le molecole di lisina
presenti sono acetilate in modo spontaneo. In questo contesto, tuttavia, & presumibile
che il donatore non sia I'acetil-CoA ma Il'acetil-fosfato. L’acetilazione mitocondriale
rimane un campo in fase di studio, infatti si conoscono pochissime KAT, mentre € piu
chiaro che la regolazione dell’acetiloma sul lato della rimozione avvenga ad opera di
SIRT3%2. Questo implica che la deacetilazione mitocondriale, che necessita di NAD*
in proporzioni stechiometriche, sia direttamente influenzata dallo stato redox, nello
specifico dal rapporto NAD*/NADH e del flusso catabolico. Un aumento del rapporto
NAD*/NADH che accompagna stati di restrizione energetica promuovono infatti la
deacetilazione istonica stimolando [I'attivita delle sirtuine*'. Gli enzimi deputati
all’acetilazione mostrano una distribuzione compartimentata simile all’acetil-CoA;
EP300 e SIRT1 operano infatti a livello di nucleo e citosol, la prima acetilando e la
seconda deacetilando, mentre SIRT3 si trova, come precedentemente mostrato,
essenzialmente a livello mitocondriale*'. L'acetilazione proteica ha una serie di
conseguenze fondamentali per la proteina che verranno approfondite nel quinto
capitolo e che nel complesso sono raggruppabili in quattro categorie: attivita catalitica,
stabilita, localizzazione subcellulare e capacita di interagire con altre molecole. |
meccanismi mediante cui viene prodotto I'effetto finale sono di tipo fisico, ossia la
sopracitata neutralizzazione di carica e un aumento di ingombro sterico, per
reclutamento di proteine “lettrici” o reader in grado di riconoscere le lisine acetilate e
per competizione con altre modifiche. Un residuo di lisina acetilato, per quanto
reversibilmente, non sara piu in grado di ricevere altre modifiche sullo stesso azoto

come ubiquitinazione e metilazione.



1.10 L'acetilazione istonica e accessibilita della cromatina

L'acetilazione istonica rappresenta una delle modifiche epigenetiche piu
rilevanti e verra approfondita nel quarto capitolo, ma in un contesto di inquadramento
generale sul ruolo biologico dell’acetil-CoA non pud essere omesso almeno di
introdurne le basi. Le code istoniche sono ricche di lisina e presentano per questo
motivo una carica positiva netta, che permette un’adesione allo scheletro
fosfodiesterico del DNA, carico invece negativamente. Questa carica positiva viene
neutralizzata tramite ['acetilazione, riducendo cosi [linterazione elettrostatica
istone/DNA e decomprimendo di conseguenza la cromatina, che diventa cosi
accessibile alla macchina trascrizionale. L'aspetto cruciale, empiricamente dimostrato,
e che l'acetilazione istonica e quindi I'espressione genica in molti tipi cellulari € molto
sensibile alla disponibilita di acetil-CoA. Un’evidenza sperimentale a sostegno di
questa affermazione é stata ottenuta mediante la delezione dell'acetil-CoA sintetasi
nucleo-citosolica nel lievito, da cui un crollo dell'acetilazione istonica e della
trascrizione genica in generale*3. Nelle cellule di mammifero, invece, il silenziamento
dell'ATP-citrato liasi (ACLY) riduce I'acetilazione istonica e priva gli istoni del carbonio
di origine glucidica**. Lo stesso lavoro mostra che la dipendenza dell'acetilazione
istonica dal carbonio glucidico si osserva anche durante il differenziamento cellulare,
dove le variazioni del flusso glicolitico modificano i livelli di acetil-CoA e con essi
I'acetilazione degli istoni**. Complessivamente & quindi possibile affermare che alti
livelli di acetilazione istonica servono sia a sostenere la trascrizione globale, sia alla
transattivazione preferenziale di gruppi di geni specifici, tra cui quelli che codificano
proteine coinvolte nella crescita e replicazione, nella glicolisi, e nella risposta allo

stress ossidativo, aspetti che saranno approfonditi nei capitoli seguenti.

1.11 Acetil-CoA, autofagia e morte cellulare

L'ultimo aspetto, comunque fondamentale, € il ruolo dell’acetil-CoA nel contesto
della morte cellulare. La deplezione di acetil-CoA nucleo-citosolico attiva, infatti,
I'enzima AMP Kinasi (AMPK) e inibisce il complesso proteico mTORC1, da cui si
verifica un arresto dell’anabolismo e l'induzione dell’autofagia. Il ruolo dell’acetil-CoA
come inibitore endogeno dell’autofagia € stato provato sperimentalmente ripristinando
il pool nucleo-citosolico mediante microiniezioni dirette in cellule umane in stato di

digiuno®®. 1l meccanismo di inibizione dell’autofagia avviene su due livelli: il primo &



la riduzione dell’attivita della lisin-acetiltransferasi EP300 e il secondo, piu a valle,
l'inibizione di diverse proteine della macchina autofagica tra cui ATGS, ATG7 e ATG12,
quando acetilate da EP300 o la loro attivazione quando deacetilate da SIRT138 . ||
rapporto acetil-CoA/CoA sembra influenzare inoltre la propensione alla morte cellulare
regolata, apoptosi caspasi-dipendente e necrosi regolata, per quanto le evidenze in

tal senso debbano ancora essere consolidate?.



Capitolo 2

La riprogrammazione metabolica della cellula tumorale

La cellula tumorale presenta una serie di peculiarita metaboliche, ed essendo |l
metabolismo cellulare fortemente interconnesso sarebbe riduttivo concentrarsi
unicamente sul metabolismo dell’'acetil-CoA senza fornire quantomeno un
inquadramento sulle altre alterazioni metaboliche piu rilevanti. In questo breve capitolo
si fornira un quadro generale sulla riprogrammazione metabolica tumorale e su come

gli altri pathways interagiscono con quello dell’acetil-CoA.

2.1 Effetto Warburg e glicolisi aerobia

L'«effetto Warburg» & probabilmente la piu nota e studiata alterazione
metabolica nelle cellule tumorali; descritta negli anni Venti e riproposta da Warburg
nel 1956 come conseguenza di un danno irreversibile della respirazione mitocondriale,
ritenuta erroneamente compromessa nel tumore*. Il fenomeno consiste nella
fermentazione del glucosio a lattato, ed &€ un fenotipo metabolico quasi ubiquitario tra
le cellule tumorali. La resa energetica € molto piu bassa rispetto all’ossidazione
completa; infatti, si ottengono solo 2 molecole di ATP rispetto a 30/32, a seconda di
come siano valutati i costi di trasporto. Il lattato prodotto viene quindi esportato
mediante i trasportatori monocarbossilici (MCT), che rappresentano a loro volta un
bersaglio terapeutico possibilee. Il glucosio entra nella cellula attraverso i trasportatori
GLUT e viene immediatamente fosforilato dall'esochinasi a glucosio-6-fosfato, forma
impermeabile alle membrane. Nella fase successiva la gliceraldeide-3-fosfato
deidrogenasi ossida il proprio substrato riducendo NAD* a NADH, generando un
debito di potere riducente che dovra essere saldato. Seguono due reazioni che
generano ATP per fosforilazione a livello di substrato, catalizzate rispettivamente dagli
enzimi fosfoglicerato chinasi e piruvato chinasi. Al netto dei due ATP consumati nella
fase preparatoria, il bilancio complessivo € di due molecole di ATP, due di NADH e
due di piruvato per ciascuna molecola di glucosio. Come anticipato la glicolisi
consuma NAD™ e si arresterebbe entro pochi cicli se questo non venisse rigenerato.
In condizioni ossidative il compito spetta al mitocondrio, mentre nella fermentazione
lattica il problema viene risolto ad opera dell'enzima lattato deidrogenasi che riduce |l
piruvato a L-lattato ossidando contestualmente NADH a NAD". Il piruvato puo essere

ridotto a lattato dall'enzima lattato deidrogenasi (LDHA) a livello citosolico oppure



entrare nel mitocondrio tramite il trasportatore MPC ed essere decarbossilato
ossidativamente dal complesso del piruvato deidrogenasi a dare acetil-CoA. La
ripartizione del flusso di piruvato dipende dall'attivita relativa degli enzimi: in condizioni
ipossiche il fattore di trascrizione HIF-1a induce l'aumento di espressione della
piruvato deidrogenasi chinasi (PDK), la quale fosforila e inattiva il PDC. Il flusso verso
I'acetil-CoA mitocondriale viene chiuso attivamente. HIF-1a induce inoltre LDH
isoforma A, spingendo cosi il piruvato verso il lattato in modo netto.*” Il risultato
complessivo € che nella cellula tumorale una quota rilevante del carbonio glucidico
viene sottratta all'ossidazione mitocondriale in un contesto di maggiore domanda di
acetil-CoA, e si pone il problema di definire da dove provenga il carbonio che soddisfa

quella domanda, a cui si cerchera di rispondere nel terzo capitolo

2.2 Metabolismo della glutammina e carbossilazione riduttiva

La glutammina e il suo metabolismo sono di fondamentale rilevanza nelle
cellule tumorali: oltre ad essere 'amminoacido piu abbondante a livello plasmatico &
anche il secondo nutriente piu consumato in coltura dopo il glucosio come fornitore
sia di carbonio e sia di azoto.*® La glutammina entra tramite il trasportatore ASCT2,
indotto dal fattore di trascrizione codificato da MYC e da mTORCH1, per poi essere
idrolizzata a glutammato ed ammoniaca, dalle glutaminasi GLS1 e GLS2. L'azoto
amidico della glutammina viene ceduto direttamente dalle amidotransferasi alla sintesi
dei nucleotidi, mentre quello amminico del glutammato & trasferito per
transaminazione agli amminoacidi non essenziali; 'ammoniaca libera € in larga parte
escreta. L'inibizione di GLS1 e 2 ha un potenziale effetto antineoplastico in fase di
studio, ma per ora l'efficacia sembra dipendente dalle condizioni di colturat. II
glutammato pud essere anche convertito a a-chetoglutarato da glutammato
deidrogenasi o transaminasi, e I'a-chetoglutarato entra nel ciclo di Krebs rifornendolo.
Questa & una delle vie anaplerotiche piu rilevanti e va a colmare il fabbisogno dato
dalla deplezione di citrato descritta precedentemente nel capitolo 1.6. Occorre anche
ricordare che in base alle necessita metaboliche € possibile anche che avvenga la
carbossilazione riduttiva, mediata dai medesimi enzimi, che porta alla produzione
invece che al consumo di citrato*®. Il citrato prodotto rappresenta il punto di contatto
tra metabolismo della glutammina e metabolismo dell’acetil-CoA: il citrato pud essere

infatti esportato dal trasportatore CTP e scisso da ACLY in ossalacetato e acetil-CoA*S.



A questa via si affianca anche una variante interamente citosolica, dove il glutammato
viene convertito a a-chetoglutarato dall'enzima glutammato deidrogenasi (GLUD1)
oppure, per transaminazione con l|'ossalacetato, dall'aspartato aminotransferasi
(GOT1). L'isocitrato deidrogenasi (IDH1) citosolica lo carbossila riduttivamente a
isocitrato e I'aconitasi lo isomerizza a citrato, che sara poi scisso dall'ATP citrato liasi
in acetil-CoA e ossalacetato*®. La rilevanza di questa via & legata a tre condizioni
precise, spesso ricorrenti nella massa tumorale. La prima € la compromissione
dell'ingresso mitocondriale del piruvato: quando il piruvato non raggiunge la matrice il
metabolismo della glutammina mantiene attivo il ciclo degli acidi tricarbossilici e la
sopravvivenza cellulare?®. La seconda & invece l'ipossia, in cui la carbossilazione
riduttiva appena descritta operata da IDH1 alimenta direttamente la lipogenesi, mentre
la terza & la presenza di difetti mitocondriali, dove la carbossilazione riduttiva é
sufficiente a sostenere la crescita cellulare nonostante la compromissione della catena
respiratoria*®. Queste tre condizioni non sono mutualmente esclusive, ma spesso
presenti in contemporanea nella cellula tumorale, e la carbossilazione riduttiva della
glutammina & in grado di fornire parte della quota di carbonio sottratta dalla glicolisi,
fornendo una prima risposta parziale in merito alla provenienza del carbonio

necessario a soddisfare la domanda di acetil-CoA.

2.3 Via della serina e della glicina, metabolismo monocarbonioso

I metabolismo della serina rispetto a quelli presi in considerazione
precedentemente ha un legame meno diretto all'omeostasi dell’acetil-CoA. Pur non
fornendo direttamente carbonio all'acetil-CoA fornisce tuttavia NADPH, senza cui
I'acetil-CoA non puod essere convertito in lipidi € senza cui non € peraltro possibile che
avvenga la carbossilazione riduttiva citata nel paragrafo precedente. La serina puo
essere importata dall’ambiente esterno o essere sintetizzata dal 3-fosfoglicerato®?; il
primo passaggio di questa via € catalizzato dalla fosfoglicerato deidrogenasi, spesso
overespressa nel carcinoma mammario®' e nel melanoma. Ricopre inoltre un ruolo
metabolico molto rilevante, essendo il terzo metabolita piu consumato dopo glucosio
e la glutammina. Il ruolo principale della serina € quello di fornire unita
monocarboniose. Infatti, la serina idrossimetiltransferasi converte la serina in glicina
liberando un'unita monocarboniosa; in questo contesto vale la pena sottolineare che

la glicina, nonostante sia il prodotto della serina, non pud sostituire direttamente la



serina come donatore di carbonio.?? Il destino metabolico del pool monocarbonioso
dipende in parte dal compartimento cellulare di origine: citosol e mitocondrio
mantengono pool distinti di unita monocarboniose e di NADPH, con contributi differenti
alle vie biosintetiche che li utilizzano®3. Il carbonio ceduto dalla serina pud anche
essere completamente ossidato ad anidride carbonica, fornendo in questo caso non
un precursore ma potere riducente sotto forma di NADPH. La via dei pentosi fosfati e
il metabolismo monocarbonioso sono le due principali fonti di NADPH cellulare?,
fornendo come detto un contributo indiretto ma rilevante alla trasformazione in

biomassa dell’accumulo di acetil-CoA come verra chiarito nei seguenti capitoli.

2.4 Metabolismo dell’arginina e auxotrofie tumorali

Il metabolismo dell’arginina e le altre auxotrofie tumorali hanno legame piu
debole con I'acetil-CoA, ma sono una forma di riprogrammazione metabolica peculiare
della cellula tumorale che merita almeno una breve contestualizzazione. Arginina e
ornitina hanno una rilevanza per la cellula tumorale che va oltre la semplice sintesi
proteica. Esse sono infatti utilizzate su due fronti indipendenti: le poliammine e
I'auxotrofia. Le poliammine nei mammiferi sono, in sequenza biosintetica: putrescina,
spermidina e spermina. Il loro primo ruolo biologico € la stabilizzazione degli acidi
nucleici, sono infatti in grado di legare lo scheletro fosfodiesterico in quanto policationi
facilitando le transizioni conformazionali richieste da trascrizione e replicazione. La
spermidina invece € nello specifico il donatore obbligato del gruppo amminobutilico
per l'ipusinazione dell'eukaryotic translation initiation factor 5A (elF5A), una modifica
post-traduzionale che non esiste su nessun'altra proteina. In aggiunta le poliammine
sono legate infine al ciclo cellulare e la loro deplezione arresta infatti le cellule in fase
G1%4. La loro sintesi avviene mediante la conversione dell’arginina in ornitina da parte
dellarginasi, cui segue [I'azione dell'ornitina decarbossilasi che ne avvia la
conversione in poliammine. La difluorometilornitina € un inibitore irreversibile
dell'ornitina decarbossilasi, ma ha fallito come agente singolo in piu sperimentazioni
cliniche®. | punti di contatto metabolici tra poliammine e acetil-CoA sono
fondamentalmente due: la spermidina/spermina N'-acetiltransferasi che le acetila
consumando acetil-CoA citosolico, per facilitarne la secrezione®®, e la spermidina
compete con l'acetil-CoA per il legame alla lisin-acetiltransferasi della famiglia
p300/CBP, uno degli attivatori trascrizionali piu importanti (P300), innalzando la



concentrazione di substrato necessaria all'attivita ottimale dell'acetiltransferasi®’. |I
secondo contesto di rilevanza e I'auxotrofia. In molti tumori I'argininosuccinato sintasi
e silenziata epigeneticamente, il che rende la cellula dipendente dall'apporto esogeno
di arginina. Questa dipendenza é stata studiata come bersaglio terapeutico, sfruttando
enzimi capaci di degradare l'arginina circolante.®® Lo step metabolico successivo nel
ciclo dellurea dopo l'intervento dell’argininosuccinato sintasi dovrebbe essere la
reazione catalizzata dall’argininosuccinato liasi, ma in alcune forme neoplastiche
abbiamo un accumulo di fumarato tale da invertire questa reazione. Questo porta
quindi I'argininosuccinato liasi, a compiere la reazione inversa e quindi invece di
scindere l'argininosuccinato in arginina e fumarato, lo sintetizza a partire da questi
ultimi®®. Il meccanismo mostra chiari parallelismi con la carbossilazione riduttiva, ma
la conseguenza non & solo metabolica ed il fumarato accumulato agisce anche da

segnale, come sara mostrato nel paragrafo seguente.

2.5 Oncometaboliti, succinato e fumarato

Alcuni intermedi metabolici, oltre a fornire carbonio e potere riducente,
svolgono una funzione di segnalazione. Questa proprieta & stata evidenziata in diversi
studi in cui la perdita di enzimi appartenenti al ciclo degli acidi tricarbossilici portava
ad un conseguente accumulo di intermedi specifici che sottendono a diversi effetti
sull'omeostasi cellulare che vanno oltre il semplice deficit energetico®. Il caso meglio
caratterizzato riguarda la perdita dell'enzima succinato deidrogenasi o della fumarato
idratasi, da cui deriva 'accumulo di succinato e fumarato. Entrambi sono analoghi
strutturali dell’a-chetoglutarato e ne occupano il sito attivo sugli enzimi della classe
delle diossigenasi a-chetoglutarato-dipendenti®’. Questo ha implicazioni in due diversi
contesti, ossia la risposta all'ipossia e i profili di metilazione del’epigenoma. Le prolil-
idrossilasi che marcano il fattore di trascrizione HIF1a appartengono infatti a questa
famiglia, e la loro inibizione stabilizza HIF1a anche in condizioni di normale
ossigenazione, da cui deriva una condizione descritta come pseudo-ipossia®?. Alla
stessa famiglia appartengono anche le demetilasi istoniche e le idrossilasi della 5-
metilcitosina, motivo per cui 'accumulo di succinato o fumarato si traduce in
un’alterazione dell’epigenoma®. Il rapporto di questi metaboliti con I'acetil-CoA pud
essere ricavato richiamando quanto affermato nel paragrafo sull'effetto Warburg.

Come spiegato, la stabilizzazione di HIF-1a induce la piruvato deidrogenasi chinasi,



che fosforila e inattiva il complesso della piruvato deidrogenasi, da cui una riduzione
della produzione di acetil-CoA. Questi esempi mostrano anche come I'accumulo o la
carenza di un metabolita possano influenzare I'espressione genica, creando un
parallelismo con quanto trattato nel quarto capitolo in merito all'impatto epigenetico
dell'acetil-CoA.



Capitolo 3
Produzione di acetil-CoA nel tumore: enzimi, regolazione, lipogenesi
de novo

Poste le basi teoriche generali, € possibile procedere in un ambito piu
specialistico riguardante il ruolo di acetil-CoA in ambito tumorale. In linea generale
nella cellula tumorale & presente acetil-CoA in quantita abbondanti, tranne un caso
particolare che sara approfondito in seguito, motivo per cui occorre mostrare come la
cellula tumorale gestisca il proprio approvvigionamento di acetil-CoA. Questo capitolo
inoltre introduce anche una serie di possibili target farmacologici, e mostra

I'eterogeneita metabolica tumorale, rilevante per i capitoli 6 e 8.

3.1 ATP citrato liasi

Il primo enzima preso in considerazione & I'ATP citrato liasi (ACLY); questa
proteina converte il citrato di origine mitocondriale in acetil-CoA citosolico, rendendo
cosi disponibile il carbonio glucidico per lipogenesi e acetilazione. | geni che codificano
per ACLY, ACSS2, ACC1 e ACC2, sono regolati insieme agli altri geni lipogenici, dai
fattori di trascrizione SREBP, ossia sterol regulatory element-binding proteins, che
consistono in una famiglia di fattori di trascrizione preposti al controllo della sintesi
degli acidi grassi®®. In linea generale questi fattori di trascrizione sono attivati in
risposta alla deplezione del pool di steroli e I'espressione di ACLY si accompagna
quindi a quella degli enzimi che ne utilizzano il prodotto. Nella cellula tumorale questo
controllo viene esercitato anche da altri segnali oltre allo stato lipidico: fra i pathways
con maggiore frequenza di alterazione nelle neoplasie umane troviamo infatti la via
della Phosphoinositide 3-kinase (PI3K)/Protein Kinase B, nota anche come PI3K/AKT,
cascata di trasduzione attivata da fattori di crescita e insulina, che converge sugli
SREBP stimolando mTORC1 (mechanistic target of rapamycin) e inibendo GSK3f
(Glycogen Synthase Kinase-3 beta). Il primo € un complesso chinasico con il ruolo di
promuovere reazioni anaboliche in funzione dello stato nutrizionale e dei fattori di
crescita®, mentre la seconda & una chinasi che induce la degradazione di SREBP®.
Nel complesso il risultato sara un cambio nell’induzione della sintesi lipidica, che se
nella cellula sana é regolata in via maggioritaria dalla presenza di lipidi, in quella
tumorale sara indotta anche da stimoli di tipo proliferativo. L'abbondanza di lipidi

nellambiente non sara quindi piu un freno per la sintesi lipidica, ma sara



costitutivamente attiva nel fenotipo trasformato. Occorre ricordare come oltre che nei
fenotipi caratterizzati da deregolazione della via PISK/AKT, liperattivita di ACLY é
riscontrata anche in quelli guidati da un’espressione aberrante di MYC, dove la
lipogenesi de novo non solo & piu intensa ma anche necessaria alla crescita
neoplastica®®. La discussione del comportamento di ACLY in ambito neoplastico non
puo prescindere da un’analisi delle modifiche post-traduzionali piu caratterizzanti. La
prima e piu studiata & la fosforilazione della serina 455, substrato della protein-chinasi
A (PKA), di AKT e della branched-chain ketoacid dehydrogenase kinase,
comunemente chiamata BCKDK®”. Nell'ottica di quanto gia discusso quest’ultima
merita attenzione in quanto € la stessa chinasi che inattiva il complesso BCKD, citato
nel capitolo 1.2 e responsabile del catabolismo degli amminoacidi ramificati. Quindi la
produzione citosolica di acetil-CoA e il catabolismo degli aminoacidi ramificati sono
coordinati da uno stesso enzima regolatore. L'effetto funzionale della fosforilazione &
stato caratterizzato su enzima ricombinante, dove essa produce un aumento di sei
volte della velocita massima e abolisce la cooperativita negativa nei confronti del
citrato, rendendo la dipendenza dal substrato iperbolica anziché sigmoidale®®.
A questa prima modifica post-traduzionale se ne affiancano altre, forse meno
caratterizzate ma con impatto maggiore in contesto oncologico. La prima &
I'acetilazione sulle lisine 540, 546 e 554, indotta da concentrazioni di glucosio
elevate, che stabilizza I'enzima e promuove la sintesi lipidica e la crescita tumorale®®.
Questa modificazione post traduzionale pud anche essere considerata come un
esempio di retroazione positiva: stabilizza infatti I'enzima che produce acetil-CoA,
necessario per la modifica stessa. A questa si aggiungono sia 'ubiquitinazione sugli
stessi residui da parte della ligasi CUL3—KLHL25, i cui livelli sembrano correlare
negativamente con quelli di ACLY nel carcinoma polmonare’® e sia la fosforilazione
sulla tirosina ad opera di Lck/Yes novel tyrosine kinase, nota anche come Lyn,
marcatore nella leucemia mieloide acuta’’. Un’ultima considerazione su ACLY in
ambito oncologico é l'esistenza di una correlazione tra la sua espressione e una
peggiore prognosi in alcune tipologie tumorali. Essa risulta infatti sovraespressa in
diverse tipologie tumorali, tra cui la leucemia mieloide acuta’ e il carcinoma
mammario, dove l'elevata espressione sembra essere direttamente proporzionale alla

probabilita di recidive.”



3.2 Acetato come nutriente di riserva

In condizioni ipossiche la sintesi degli acidi grassi rimane elevata, ma Il
contributo del glucosio alla lipogenesi cala drasticamente, motivo per cui occorre una
fonte di carbonio alternativa’. La carenza di ossigeno, il dirottamento metabolico
verso la glicolisi e I'acidificazione sono le tre condizioni necessarie, € spesso presenti
a livello tumorale, a rendere I'acetato un fondamentale nutriente di riserva mediante
I'induzione di ACSS2 o acil-CoA sintetasi a catena corta 274. Nello specifico vale la
pena puntualizzare che l'acidificazione & sostenuta dall’'efflusso del lattato attraverso
i trasportatori monocarbossilici, che nel processo espellono anche un protone. Questo
non é altro che lo smaltimento degli scarti prodotti dal processo fermentativo descritto
nel capitolo 2.1. Quindi la cellula stessa dirottando il piruvato verso il lattato crea quindi
una delle tre condizioni necessarie all’'utilizzo dell’acetato come nutriente acidificando
'ambiente circostante. A livello di regolazione trascrizionale ACSS2 ¢é indotta da
SREBP2, isoforma dell’enzima SREBP citato nel paragrafo precedente, in condizioni
ipossiche e di acidosi: sono state infatti documentate anche interazioni sinergiche tra
la segnalazione Hypoxia-inducible factor (HIF) e quella di SREBF27°. Le modifiche
post- traduzionali rilevanti sono due, con effetti diversi: SIRT1, deacetilasi gia citata
nel capitolo 1.9, attiva infatti ACSS2 deacetilandola sulla lisina 66176, mentre AMPK la
fosforila sulla serina 659, cosa che sembrerebbe esporre un segnale di localizzazione
nucleare’’. In questo contesto si pud notare come la deacetilazione da parte di una
sirtuina vada ad attivare un enzima produttore di acetil-CoA, mentre I'acetilazione
stabilizza ACLY, come spiegato nel paragrafo precedente. Questo meccanismo
regolatorio indica come il volume complessivo di acetil-CoA rimanga costante ma sia
ridistribuito tra la via dell’acetato e quella del citrato. Lidentificazione di ACSS2 in
condizioni ipossiche come enzima rilevante é stata validata in diverse linee cellulari:
in uno screening sulla perdita di funzione condotto su 66 geni del metabolismo lipidico,
in otto linee di carcinoma mammario e tre di carcinoma prostatico ACSS2 ¢ risultato il
gene il cui silenziamento compromette maggiormente la crescita cellulare. Leffettivo
contributo & stato misurato mediante tracciamento isotopico, infatti in normossia e
abbondanza di lipidi 'acetato marcato andava a costituire circa il 10% del pool di acetil-
CoA, mentre in contesti ipossici e di stress metabolico la quota marcata raggiungeva
il 50%, segno inequivocabile dell'induzione di ACSS2 nelle condizioni sopra indicate.°

In vivo l'elevata espressione di ACSS2 & stata riscontrata in forme tumorali



metastatiche e circa il 40% dei carcinomi duttali invasivi metastatici presenta ACSS2
a livelli elevati, ed €& piu elevata anche nel carcinoma prostatico metastatico rispetto
che nel tumore primitivo.’™® Un’ultima puntualizzazione va effettuata citando la
differenza prognostica in diversi tipi di tumore: mentre nel carcinoma alla cervice,
renale’® e nei gliomi di grado Il e IlI”® un'espressione elevata sembra correlata a
scarsa sopravvivenza, nel carcinoma epatico e colorettale un’espressione bassa €
associata a fenotipi pil aggressivi®®®', mostrando ancora una volta quanto sia
complesso e a ftratti apparentemente incoerente il fenomeno della proliferazione

tumorale.

3.3 ACSS1 e ACSS3 mitocondriali
ACSS1 e ACSS3, a differenza di ACSS2, sono enzimi espressi a livello

mitocondriale, dove come la controparte citosolica producono acetil-CoA a partire
dall'acetato. L’acetil-CoA cosi prodotto viene quindi destinato al ciclo di Krebs e alla
produzione di ATP piuttosto che alla lipogenesi e all’acetilazione nucleo-citosolica. Alla
differente distribuzione cellulare corrisponde anche una diversa distribuzione tissutale.
ACSS1 ¢ infatti espressa soprattutto nei tessuti ossidativi come cuore, muscolo
scheletrico e tessuto adiposo bruno. Questo dato trova conferma sperimentale,
riportata in letteratura secondaria, nel fatto che l'acetato marcato somministrato a
tessuto cardiaco sano risulti in quota maggiore ossidato, mentre nel tessuto tumorale
venga prevalentemente incorporato nei lipidi.8? La regolazione di questi enzimi viene
gestita mediante deacetilazione da SIRT3, la deacetilasi mitocondriale, con un
meccanismo che ricalca la regolazione di ACSS2 ad opera di SIRT1, fornendo un
esempio di logica regolatoria comune e esecuzione compartimentalizzata’®.
Nonostante questi enzimi non siano tra i piu caratterizzati, ci sono evidenze solide del
loro ruolo in ambito tumorale: ACSS1 ad esempio € sovraespressa nell’osteosarcoma
e la sua espressione correla negativamente con la sopravvivenza globale e con quella
libera da metastasi polmonari.83 Nel carcinoma mammario inoltre ACSS1 tende ad
essere sovraespresso e correlare con resistenza alla radioterapia; il meccanismo
specifico coinvolge anche I'accoppiamento tra ROS e piruvato e sara discusso nel
capitolo 8.184



3.4 Il complesso multienzimatico piruvato deidrogenasi

Il complesso della piruvato deidrogenasi (PDH), gia descritto nelle sezioni 1.2
e 1.7 per la sua funzione metabolica e il contributo alla produzione nucleare di acetil-
CoA, é stato discusso nella sezione 2.1 come bersaglio della regolazione mediata da
HIF-1a. Quest’ultimo induce I'espressione del piruvato deidrogenasi chinasi (PDK),
che fosforila e inattiva PDH, riducendo la conversione del piruvato in acetil-CoA. Tale
effetto, apparentemente in contrasto con le esigenze biosintetiche tumorali, riguarda
quindi questa specifica via di produzione del metabolita. Un ulteriore meccanismo
coinvolge 'oncosoppressore p53: la perdita della sua funzione, frequente nei tumori,
pud rimuovere la repressione di PDK2, favorendo anche attraverso questa via
l'inibizione di PDH. Trattandosi di una regolazione per fosforilazione, € reversibile e
non coincide con una perdita dellenzima, premessa necessaria per spiegare come
I'attivita del PDH non sia semplicemente abolita ma ridistribuita fra compartimenti.
Vista la tendenza nelle cellule tumorali ad inattivare PDH, si potrebbe pensare che
questo sia di scarsa rilevanza per lo sviluppo neoplastico, ma evidenze sperimentali
sottolineano che linattivazione genetica e farmacologica di PDHA1, la subunita
catalitica di PDH, inibisce lo sviluppo del carcinoma prostatico in modelli murini e in
xenotrapianti umani compromettendo la sintesi lipidica. In modo coerente PDHA1 &
spesso sovraespresso nei tumori prostatici, con amplificazioni sia a livello genico che
proteico.8® La spiegazione di questo apparente paradosso & legata al concetto ormai
ricorrente di compartimentalizzazione cellulare, infatti PDH si localizza sia a livello
mitocondriale e sia nucleare; il primo fornisce il citrato per la sintesi lipidica, il secondo
invece fornisce alle acetilasi istoniche il materiale necessario ad acetilare i geni
bersaglio degli SREBP, ossia i geni che codificano proprio per gli enzimi della
lipogenesi®?. La fosforilazione inibitoria operata dalle chinasi della famiglia PDK
agisce solo a livello mitocondriale: la sovraespressione di PDK1 e PDK2 non ha quindi
un effetto rilevabile sull’acetilazione istonica e quindi sull’espressione dei geni
lipogenici, permettendo cosi alla cellula di ridurre il piruvato destinato all’'ossidazione
mantenendo allo stesso tempo una fonte di acetile nucleare tale da garantire la piena

attivita dei geni deputati alla sintesi lipidica®.



3.5 B-ossidazione come sorgente alternativa nei tumori

Oltre alle vie di produzione citate, la cellula tumorale puo sfruttare anche la -
ossidazione per approvvigionarsi di acetil-CoA. Questo avviene nello specifico in
contesti con scarsa disponibilita di glucosio e abbondanza di acidi grassi. Due esempi
documentati di questo cambio metabolico sono il carcinoma tiroideo trattato con
inibitori di BRAF® e il carcinoma della cervice con metastasi linfonodali®’. Lo step
limitante della B-ossidazione & rappresentato dall’ingresso degli acidi grassi nel
mitocondrio, ingresso catalizzato dalla carnitina palmitoiltransferasi 1 (CPT1)°. La
regolazione fisiologica di CPT1 avviene tramite inibizione ad opera del malonil-CoA,
prodotto della reazione con cui I'acetil-CoA carbossilasi (ACC1) avvia la sintesi degli
acidi grassi?'. Si pud quindi evidenziare un apparente bivio metabolico tra B-
ossidazione e sintesi dei grassi: il primo prodotto di questo pathway inibisce Il
trasportatore necessario a iniziare l'altro. La spiegazione risiede nell’esistenza di due
diverse isoforme di ACC: ACC1 ¢ infatti citosolica e produce malonil-CoA destinato
alla sintesi lipidica, mentre ACC2 sembra essere associata alla membrana
mitocondriale esterna e produrre malonil-CoA con funzione regolatoria.?° Il controllo
trascrizionale & stato oggetto di studio ma ha portato a conclusioni discordanti: nel
modello tiroideo trattato con inibitori BRAF sembra regolato infatti dal coattivatore 1-
alfa del recettore attivato dai proliferatori dei perossisomi gamma, il cui acronimo &
PGC1a®, che tuttavia mostra una soppressione della capacita metastatica nel
carcinoma prostatico®®. Occorre sottolineare che la B-ossidazione viene promossa
fisiologicamente anche da p-53, considerato il “guardiano del genoma”, che ne induce
gli enzimi a partire da CPT1%°. In questo contesto una stessa via metabolica viene
promossa sia da un meccanismo di resistenza tumorale e sia da un oncosoppressore,
e questo €& possibile perché nel secondo caso la B-ossidazione € parte di un
programma trascrizionale piu ampio che include anche I'arresto della proliferazione,
nel primo invece € solo il modulo catabolico usato per ottenere una fonte di energia
alternativa e di cofattori per alimentare I'acetilazione istonica, come verra illustrato di
seguito. Nel carcinoma tiroideo €& stato dimostrato che la B-ossidazione riprogramma
il pattern di acetilazione la lisina 9 dell'istone H3, attivando segnali di sopravvivenza
come Fattore di trascrizione 1 correlato a Runt (RUNX1)&. Nel carcinoma alla cervice
uterina, invece, I'acetil-CoA prodotto dalla B-ossidazione incrementa l'acetilazione

della lisina 27 dell'istone H3 in corrispondenza dei promotori dei geni coinvolti nella



staminalita di una cellula, favorendo [l'infiltrazione nei linfonodi tumore-drenanti.8”
Rimane tuttavia una questione ancora da puntualizzare in merito ai modelli tiroideo e
cervicale. Infatti, come spiegato nel capitolo 1.2 la B-ossidazione & un processo a
localizzazione mitocondriale e I'acetil-CoA €& un metabolita impermeabile alle
membrane che necessita di un carrier per poter essere esportato come descritto
precedentemente. Nel modello tiroideo si € osservato che I'acetil-CoA citoplasmatico
deriva prevalentemente dal citrato che subisce I'azione dell'enzima ATP citrato liasi
(ACLY). In questi modelli la somministrazione di citrato aumenta infatti la
concentrazione di acetil-CoA e l'acetilazione della lisina 9 sull’istone H3, mentre
I'inibizione di ACLY la riduce. Nel modello cervicale la questione rimane invece aperta
e ulteriormente complicata dal fatto che sono state rilevate evidenze della centralita
della B-ossidazione a livello perossisomiale. Nonostante la 3-ossidazione non sia una
via metabolica tra le piu frequentemente regolate, il suo studio e la sua comprensione
sono un ulteriore passo avanti nel trattamento di alcune forme neoplastiche ad alto

rischio o resistenti al trattamento.

3.6 La lipogenesi de novo tumorale
Come introdotto nel capitolo precedente, le acetil-CoA carbossilasi sono enzimi

in grado di produrre malonil-CoA mediante la reazione enzimatica:

acetil-CoA + bicarbonato + ATP — malonil-CoA.

L'enzima multifunzionale dotato di sette domini catalitici Acido grasso Sintasi (FASN)
condensa in serie sette molecole di malonil-CoA e una di acetil-CoA, generando cosi
palmitato, acido grasso saturo a sedici atomi di carbonio e primo prodotto della
lipogenesi vera e propria. A questo punto lintervento di elongasi (ELOVL) e
desaturasi, come la stearoil-CoA desaturasi, introducono doppi legami in A5, A6 e A9,
portando alla formazione di una serie variegata di acidi grassi, vincolati pero
dall'impossibilita di inserire doppi legami oltre la posizione 9.8° A questo punto occorre
soffermarsi sul significato biologico della lipogenesi, dato che in termini di dispendio
energetico risulterebbe piu efficiente la captazione dal’ambiente. La risposta &
strettamente legata alla composizione qualitativa delle membrane tumorali. Infatti, il

tumore produce acidi grassi saturi o a basso grado di insaturazione con il fine di



ottenere una serie di membrane piu resistenti allo stress ossidativo e alla terapia
chemioterapica.®® Gli acidi grassi saturi, per quanto piu resistenti all'ossidazione, se
accumulati in eccesso risultano lipotossici, motivo per cui la cellula tumorale tende a
utilizzare acidi grassi mono-insaturi piuttosto che totalmente saturi. Un’ulteriore
conseguenza della composizione peculiare delle membrane tumorali € la resistenza
alla ferroptosi. Questa €& infatti una forma di morte cellulare regolata, ferro dipendente,
innescata dalla perossidazione degli acidi grassi polinsaturi dei fosfolipidi di
membrana. La lipogenesi de novo & quindi responsabile di una maggiore resistenza
a questo tipo di morte cellulare e un ulteriore vantaggio competitivo per il tumore.” I
controllo trascrizionale viene effettuato dagli Sterol Regulatory Element-Binding
Proteins (SREBP), famiglia che comprende SREBP1a, 1c, varianti di splicing del gene
SREBF1 e SREBP2 prodotto dalla trascrizione di SREBF2. In questo contesto &
importante sottolineare che I'espressione degli enzimi che rigenerano il NADPH, in
particolare quelli coinvolti nella fase ossidativa della via dei pentosi fosfati, le isocitrato
deidrogenasi e gli enzimi malici, insieme a quelli del ciclo monocarbonioso, sono a
loro volta regolati da SREBP.8° Un controllo specifico della lipogenesi avviene a livello
post-trascrizionale. Lin28A e Lin28B sono due proteine oncofetali, ossia espresse
nelle cellule staminali embrionali che legano I'mRNA e sono silenziate nei tessuti sani
adulti®', ma vengono riespresse in numerose neoplasie. Nello specifico agiscono sul
mRNA di SREBP1, potenziandone traduzione e maturazione da cui scaturisce una
sintesi accelerata degli acidi grassi e una piu efficiente conversione dei lipidi da saturi
a monoinsaturi, per tenere bassa la lipotossicita.®? Per quanto riguarda la regolazione
post-traduzionale troviamo la fosforilazione da parte di AMPK , con effetto inibitorio sia
su ACC1 che su ACC22%%; questo avra un impatto sulla resistenza al cetuximab, come

sara approfondito nel capitolo 8.2 successivo.

3.7 Via del mevalonato e sintesi degli isoprenoidi

La via del mevalonato inizia tramite la condensazione di tre molecole di acetil-
CoA ad opera di una tiolasi extramitocondriale e della 3-idrossi-3-metilglutaril-CoA
sintasi 1 (HMGCS1), formando HMG-CoA. A questo punto la 3-idrossi-3-metilglutaril-
CoA reduttasi (HMGCR), bersaglio delle statine, procede alla riduzione dellHMG-CoA
a mevalonato, da cui derivano steroli, ubiquinone, Eme A e gli altri isoprenoidi*. La

sintesi del mevalonato rispetto alle altre reazioni prese in considerazione &



particolarmente sensibile alla concentrazione citosolica di acetil-CoA e la disponibilita
del metabolita  funge infatti da  regolatore  per lintera  via.”
Oltre a questo meccanismo regolatorio troviamo una forte dipendenza da p53, cui
seguono implicazioni in ambito oncologico: p53 wild-type infatti reprime la via
inducendo la trascrizione di ATP-binding cassette transporter A1, noto anche come
ABCAA1, il trasportatore che esporta colesterolo, da cui la riduzione del colesterolo
intracellulare e quindi la mancata attivazione di SREBP-2, regolatore trascrizionale
della via. La deregolazione di questa via nel contesto tumorale & stata studiata nel
modello del carcinoma epatico. A seguito della perdita di p53, gli epatocarcinomi
diventano dipendenti dalla via del mevalonato al punto che l'inibizione del pathway ne
limita lo sviluppo. Questo & stato dimostrato anche dalla promozione della
tumorigenesi mediante I'ablazione di ABCA1, che, come detto, limita la trascrizione di
SREBP-2.%3 |l ruolo di p53 risulta particolarmente rilevante anche nei contesti
caratterizzati dalla presenza di mutazioni missenso. Nel carcinoma mammario,
utilizzato come modello di studio, la deplezione delle forme mutate di p53 determina
una regressione del fenotipo tumorale verso caratteristiche piu simili a quelle delle
cellule sane. Al contrario, la reintroduzione degli intermedi della via del mevalonato
favorisce la progressione neoplastica.%. Il punto di contatto piu netto tra acetil-CoA e
via del mevalonato in ambito tumorale € stato rilevato nel modello pancreatico. La
metaplasia acino-duttale & una risposta fisiologica a danno o stato inflammatorio, dove
le cellule acinari differenziano verso un fenotipo duttale, per poi essere sostituite da
cellule acinari nuove a seguito della riparazione del danno. In contesti con mutazione
della proteina nota come omologo dell'oncogene virale del sarcoma del ratto di
Kirsten, ossia KRAS, invece la differenziazione pud procedere e diventare
irreversibile, fino a culminare in neoplasia vera e propria. Nelle cellule metaplastiche
si osserva un'elevata espressione dei geni codificanti gli enzimi della sintesi del
colesterolo, accompagnata da un aumento della concentrazione di acetil-CoA. La
rilevanza di entrambi questi aspetti &€ stata dimostrata mediante I'inibizione della HMG-
CoA reduttasi e di ACLY, enzima precedentemente citato e coinvolto nella produzione
di acetil-CoA citosolico. In entrambi i casi & stata osservata un’inibizione della crescita
cellulare sia nello stadio metaplastico sia in quello tumorale conclamato.® Per quanto
riguarda l'inibizione della HMG-CoA reduttasi, quanto descritto potrebbe suggerire una
potenziale attivita antineoplastica delle statine. Tale ipotesi & stata oggetto di diversi

studi; tuttavia, € emerso che a un iniziale arresto della crescita cellulare pud seguire



I'attivazione di un meccanismo compensatorio, caratterizzato dall'induzione di
SREBP2 e dal conseguente aumento dell’espressione della HMG-CoA reduttasi.
Questo meccanismo potrebbe contribuire a limitare I'efficacia delle statine utilizzate
come singoli agenti antitumorali; inoltre, le evidenze epidemiologiche disponibili non
risultano, ad oggi, conclusive.®® Dalla via del mevalonato deriva infine I'ubiquinone,
molecola che agisce come antiossidante di membrana fornendo resistenza alla
ferroptosi. L'ubiquinone & mantenuto in stato ridotto dall'enzima Ferroptosis-
Suppressor Protein 1 (FSP1) e dall'attivita enzimatica della Dihydroorotate
Dehydrogenase (DHODH), che ne promuovono la riduzione rispettivamente per via
NADH- e FMNH,-dipendente’. Questo permette quindi di affermare che I'acetil-CoA
alimenta la difesa alla ferroptosi, sia tramite la sintesi de novo di acidi grassi

monoinsaturi e sia tramite la via del mevalonato che fornisce ubiquinone.

3.8 Eterogeneita delle sorgenti di Acetil-CoA nei diversi tumori

Nei paragrafi precedenti sono state descritte le principali fonti di acetil-CoA.
Resta tuttavia da chiarire quale di queste assuma un ruolo predominante nei diversi
contesti cellulari e in quale misura tali fonti possano essere considerate
metabolicamente intercambiabili. L'esistenza di un certo grado di flessibilita
metabolica tra queste diverse fonti di acetil-CoA é stata dimostrata sperimentalmente.
Infatti, la delezione di ACLY non risulta fatale ma sembra invece indurre una
proliferazione piu lenta e la cellula mette in atto meccanismi compensatori che
consistono nella sovraespressione di ACSS2 e un utilizzo maggiore dell’acetato
esogeno. In questo contesto & interessante notare come servano concentrazioni
esogene piu alte di acetato per recuperare I'acetilazione istonica, che viene sacrificata
prima delle funzioni metaboliche di base.® Ulteriori studi sulla delezione di ACLY sono
stati effettuati in modelli murini: silenziando ACLY e somministrando boli di fruttosio, &
stato dimostrato che il microbiota fosse in grado di convertire il fruttosio non assorbito
in acetato aggirando l'attivita di ACLY. Questo non avviene invece in topi a cui € stato
eradicato il microbiota mediante antibiotici, suggerendo ulteriori gradi di complessita
legati anche allintervento di agenti esterni al tumore in senso stretto.®” Oltre a
silenziare ACLY é stato anche studiato l'impatto del silenziamento di ACSS2, sempre
in modelli murini, geneticamente modificati per aumentare l'insorgenza precoce di

carcinoma epatico. In questo caso & importante sottolineare che i topi con ACSS2



mutato raggiungono l'eta adulta normalmente, ma con un carico tumorale epatico
significativamente ridotto rispetto a quelli con ACSS2 wild-type®. Questa distinzione
presenta importanti implicazioni dal punto di vista terapeutico, purché letta sulla scala
corretta. La delezione di ACLY ¢ tollerata dalla singola cellula, che compensa con
ACSS2 e acetato esogeno; nell'intero organismo, invece, il knockout costitutivo &
letale nelle prime fasi dello sviluppo, mentre gli eterozigoti risultano sani e
normolipidemici. | topi privi di ACSS2 raggiungono al contrario I'eta adulta senza
alterazioni evidenti, motivo per cui ACSS2, frequentemente sovraespresso in
numerose neoplasie, potrebbe rappresentare un potenziale bersaglio terapeutico.
Sono presenti anche evidenze in vivo, ottenute infondendo "*C-acetato in pazienti con
glioblastoma o con metastasi cerebrali da carcinoma mammario e NSCLC, e
analizzando poi i tessuti asportati mediante spettroscopia di risonanza magnetica
nucleare al **C. In tutti i tipi di tumore & stata dimostrata I'ossidazione sia dell'acetato
sia del glucosio, dimostrando che le due vie metaboliche sono utilizzate in modo
sinergico piuttosto che mutualmente esclusivo dando numerosi spunti in ambito
terapeutico”® Come evidenziato nei paragrafi precedenti il quadro & complesso e non
esiste una fonte nettamente prevalente di acetil-CoA che non sia contesto-dipendente.
Ad esempio, 'acetato sostiene la lipogenesi in condizioni ipossiche e acide, mentre la
B-ossidazione prevale nel carcinoma della cervice, mentre ACSS1 & fondamentale per
l'osteosarcoma e la resistenza alla radioterapia nel carcinoma mammario.
L'eterogeneita tumorale rende la sintesi dell’acetil-CoA un bersaglio terapeutico
potenzialmente interessante ma complesso, dato che le sue ramificazioni metaboliche
sono tali da consentire uno sviluppo di meccanismi compensatori e vie alternative,

come sara in seguito approfondito nel nono capitolo.

3.9 Il microambiente come determinante delle fonti di acetil-CoA

Il terzo capitolo finora ha mostrato soprattutto le principali vie di
approvvigionamento cellulare, ma occorre sempre ricordare che il tumore non esiste
come sistema isolato, ma €& in costante comunicazione con 'ambiente circostante.
In questo paragrafo sara quindi evidenziato il ruolo del microambiente tumorale come
sorgente e regolatore dell'approvvigionamento dell'acetil-CoA. Nei paragrafi
precedenti sono gia stati descritti due aspetti relativi all'influenza del microambiente

sul metabolismo dell'acetil-CoA: da un lato, l'ipossia, I'acidosi e la limitata disponibilita



di glucosio come condizioni in grado di indurre ACSS2; dall'altro, la possibilita che il
carbonio necessario alla produzione di acetil-CoA derivi da fonti esterne, tra cui il
microbiota. A questi aspetti si aggiunge la relazione tra il metabolismo dell’acetil-CoA
e l'obesita, approfondita nel presente paragrafo. L'obesita rappresenta un fattore di
rischio per svariate patologie, tra cui anche il mieloma multiplo, quest'ultimo viene
infatti inserito dallo IARC nel gruppo di tumori correlabili a un eccesso di adiposita® e
I'analisi aggregata di venti studi prospettivi associa I'obesita anche alla mortalita per
mieloma.'® Un dato particolarmente rilevante emerge dall’analisi degli aspirati
midollari di pazienti affetti da mieloma multiplo, stratificati in base al BMI in soggetti
normopeso (BMI < 25) e obesi (BMI > 30). Nei pazienti obesi & stata infatti osservata
una maggiore espressione di ACSS1 e ACSS2, accompagnata da una ridotta
espressione di ACLY."" |I microambiente tumorale esercita quindi un’influenza
significativa sulla regolazione metabolica delle cellule neoplastiche e, in questo
specifico contesto, ne indirizza il metabolismo verso un maggiore utilizzo dell’acetato.
Il ruolo degli adipociti del midollo osseo nel sostenere la crescita delle cellule di
mieloma & gia noto. L’elemento di novita risiede, invece, nel diverso effetto esercitato
dagli adipociti provenienti da soggetti normopeso o obesi. In modelli murini NSG,
caratterizzati da una marcata immunodeficienza, il co-impianto di cellule di mieloma
con adipociti isolati da topi obesi determina infatti una maggiore crescita tumorale
rispetto a quella osservata in presenza di adipociti provenienti da topi normopeso. %!
E stato dimostrato che il segnale responsabile dellinduzione di ACSS2, &
'angiotensina Il. La capacita degli adipociti di secernere angiotensina Il € un aspetto
noto'%2, cosi come la tendenza degli adipociti dei soggetti obesi a secernerne maggiori
quantita, mentre non era chiaro il processo di induzione di ACSS2. Nelle cellule di
mieloma, questo meccanismo & mediato dal legame con il recettore dell’angiotensina
Il di tipo 1 (AGTR1), che determina l'attivazione dell’asse PI3K/AKT-SREBP1. Al
termine della cascata di segnalazione, la forma matura di SREBP1 si lega al
promotore di ACSS2, inducendone I'espressione.’® Nel complesso, il segnale
paracrino proveniente dagli adipociti promuove I'espressione di ACSS2, enzima che
catalizza la conversione dell’acetato e del coenzima A in acetil-CoA. |l segnale
adipocitario aumenta quindi la capacita delle cellule di mieloma di produrre acetil-CoA
a partire dall’acetato, evidenziando I'esistenza di un dialogo metabolico tra il tumore e

il microambiente e il suo impatto sulla regolazione di questa via metabolica.



Capitolo 4
Acetil-CoA ed epigenetica: acetilazione istonica e controllo
trascrizionale

Dopo aver descritto le principali vie di produzione dell’acetil-CoA, & possibile
approfondirne il contributo alla regolazione della cromatina. Oltre a sostenere |l
metabolismo energetico e la biosintesi, questo metabolita fornisce i gruppi acetile
utilizzati dalle acetiltransferasi per modificare gli istoni. L’acetilazione istonica
contribuisce all'organizzazione della cromatina e al reclutamento di proteine
regolatrici, ma il suo rapporto con la trascrizione dipende dal residuo modificato, dalla
regione genomica e dal contesto cellulare. Non ogni variazione dell’acetilazione
comporta quindi un cambiamento dell’espressione genica, né dimostra, da sola,

l'instaurarsi di una memoria epigenetica stabile.

4.1 Acetiltransferasi, deacetilasi e disponibilita del substrato

Il collegamento tra metabolismo ed acetilazione dipende, in parte, dalla
sensibilita delle lisina acetiltransferasi (KAT) alla disponibilita di acetil-CoA. Quando il
substrato non € saturante, una sua variazione pud modificare la velocita della
reazione; non & pero corretto considerarlo sempre il fattore limitante. Occorre inoltre
distinguere la costante di dissociazione, Kq4, che descrive il legame tra enzima e
ligando, dalla costante di Michaelis, Km, che caratterizza la cinetica della reazione
nelle condizioni esaminate. Il confronto tra questi parametri e la concentrazione
cellulare totale di acetil-CoA non dimostra automaticamente lo stato di saturazione
delle KAT nel nucleo. Contano anche la disponibilita locale del substrato, il
reclutamento degli enzimi e I'organizzazione della cromatina. Il CoA libero, prodotto
dalla reazione, pud inibire alcune KAT: il rapporto acetil-CoA/CoA pud pertanto
contribuire alla regolazione, senza implicare una relazione universalmente
proporzionale con l'acetilazione. In cellule di carcinoma del colon, la riduzione
graduata della glicolisi modifica i livelli di acetil-CoA e l'acetilazione di una parte dei
siti istonici analizzati, mentre altri risultano meno sensibili. Questa osservazione
dimostra una risposta differenziale nel modello studiato, ma non permette di estendere
la percentuale dei siti coinvolti a tutti gli istoni o a tutti i tumori.*°3
La rimozione dei gruppi acetile & affidata alle deacetilasi: le classi |, Il e IV sono zinco-

dipendenti, mentre le sirtuine utilizzano NAD* come cosubstrato. Questa distinzione



non rende le prime indipendenti dal metabolismo, né consente di ricondurre I'attivita
delle seconde al solo stato redox. Il livello di acetilazione deriva quindi dall’equilibrio
tra deposizione e rimozione della modifica, entrambe influenzate dal contesto

cellulare.

4.2 Compartimentalizzazione e fonti dell’acetil-CoA

La disponibilita di acetil-CoA per [lacetilazione istonica dipende anche dal
compartimento in cui viene prodotto. L’acetil-CoA mitocondriale non attraversa
direttamente la membrana mitocondriale interna: le sue unita carboniose devono
essere trasferite attraverso altre molecole e utilizzate per rigenerare il metabolita nel
compartimento nucleo-citosolico. Negli esperimenti di silenziamento di ACLY, la
riduzione dell’acetilazione istonica pud essere compensata mediante concentrazioni
elevate di acetato, utilizzato dall’acetil-CoA sintetasi nucleo-citosolica oggi
denominata ACSS2. Questo dimostra una compensazione possibile nelle condizioni
sperimentali, non una completa equivalenza delle due vie in ogni contesto**. In cellule
tumorali sottoposte a ipossia, I'acetato pud sostenere 'acetilazione di H3K9, H3K27 e
H3K56. Esperimenti con acetato marcato isotopicamente ne hanno documentato |l
contributo ai gruppi acetile istonici. Nei modelli esaminati, 'aumento dell’acetilazione
sui promotori di FASN e ACACA si accompagna all'induzione dei geni lipogenici.
L’acetato pud quindi contribuire sia alla sintesi lipidica sia alla regolazione dei geni che
la sostengono.'%* Un diverso esempio proviene dal differenziamento adipocitario: il
silenziamento di ACLY riduce l'espressione di geni coinvolti nella captazione e nel
metabolismo del glucosio, con recupero dopo aggiunta di acetato. Questo risultato
sostiene un collegamento tra metabolismo e regolazione trascrizionale, ma deve

essere distinto dalle evidenze ottenute direttamente nelle cellule tumorali.

4.3 Produzione nucleare di acetil-CoA e reclutamento sulla

cromatina

La localizzazione nucleare degli enzimi metabolici pud favorire [I'utilizzo
dell'acetil-CoA in specifici processi cromatinici. |l reclutamento vicino alle
acetiltransferasi sostiene un modello di produzione locale, ma non dimostra

necessariamente l'esistenza di pool completamente isolati o incapaci di scambiare



metaboliti con il resto del nucleo. Un esempio riguarda il riparo del DNA. Dopo una
rottura a doppio filamento, ACLY nucleare viene fosforilata sulla serina 455 a valle di
ATM e AKT. La sua attivita sostiene I'acetilazione istonica presso le lesioni, limita il
reclutamento di 53BP1 e favorisce quello di BRCA1 e la ricombinazione omologa. La
scelta della via di riparo resta comunque dipendente anche dal ciclo cellulare e dagli
altri componenti della risposta al danno.’® Nel glioblastoma, la carenza di glucosio
attiva AMPK, che fosforila ACSS2 sulla serina 659 favorendone l'ingresso nel nucleo.
ACSS2 si associa quindi a TFEB e viene reclutata sui promotori di geni lisosomiali e
autofagici. Nel modello proposto, I'enzima recupera acetato liberato dal ricambio
dell’acetilazione istonica e lo utilizza per produrre acetil-CoA, sostenendo
I'acetilazione locale e I'espressione dei geni bersaglio. Gli esperimenti mostrano un
contributo di questo asse all’adattamento allo stress nutrizionale e alla crescita
tumorale.”” Un ulteriore studio ha identificato un complesso comprendente PKM2, la
subunita E2 del complesso della piruvato deidrogenasi, p300 e il recettore degli
idrocarburi arilici, AhR. 1l reclutamento sull’enhancer di CYP1A1 e la dipendenza
dall’'attivita metabolica sostengono un modello di produzione locale del substrato per

I'acetilazione. Il risultato non dimostra perd che questo meccanismo sia universale. %

4.4 Programmi trascrizionali sensibili al metabolismo dell’acetil-CoA

Per distinguere gli effetti della carenza di glucosio da quelli associati alla
disponibilita di acetil-CoA, uno studio su cellule di glioblastoma ha confrontato
condizioni di glucosio abbondante, glucosio limitato e glucosio limitato con aggiunta di
acetato. Una parte delle variazioni trascrizionali indotte dalla restrizione viene
recuperata dall'acetato, con coinvolgimento della segnalazione Ca?*—-NFAT e dei
programmi di adesione e migrazione cellulare.’®’ Il recupero sostiene il contributo del
metabolismo dell’'acetil-CoA, ma non dimostra che ciascun gene risponda
direttamente al metabolita: l'acetato pud influenzare piu processi e le variazioni
trascrizionali possono comprendere effetti secondari. Nel carcinoma pancreatico, i
fattori di crescita possono aumentare I'acetilazione istonica attraverso la via AKT—
ACLY. Nei modelli studiati, la stimolazione con IGF incrementa H3K27ac su alcuni
promotori e su regioni regolatrici associate a EGFR e MYC, mentre regioni di controllo
non mostrano la stessa risposta. Questi risultati indicano una regolazione selettiva di

elementi cromatinici sensibili ai segnali extracellulari.®® Il metabolismo dell’acetil-CoA



puo quindi contribuire a programmi proliferativi gia organizzati da fattori trascrizionali
e segnali oncogenici. L’eventuale formazione di circuiti di retroazione, nei quali questi
programmi aumentano a loro volta la produzione del metabolita, deve essere verificata

sperimentalmente e non dedotta dalla sola connessione tra le vie.

4.5 Sensibilita dei diversi siti istonici

Le variazioni della disponibilita di acetil-CoA non producono necessariamente
una risposta uniforme. Studi biochimici su p300 e CBP mostrano che la preferenza
per determinati residui dipende dalla concentrazione dei substrati e dalla loro
presentazione sperimentale. Anche per una singola acetiltransferasi, quindi, la
selettivita non &€ una proprieta completamente indipendente dalle condizioni della
reazione.'%8.1%9 |n alcuni saggi, le curve cinetiche sono descritte mediante coefficienti
di Hill compatibili con cooperativita apparente. Questi parametri caratterizzano il
comportamento osservato, ma non identificano da soli il meccanismo molecolare e
non permettono di prevedere direttamente la risposta della cromatina nelle cellule. Un
secondo elemento ¢ il ricambio dei gruppi acetile. Esperimenti di marcatura isotopica
hanno individuato siti con ricambio rapido e altri molto piu stabili. Nei primi, il
mantenimento dell’acetilazione richiede una continua deposizione di nuovi gruppi
acetile, suggerendo una maggiore sensibilita temporale alle variazioni del
metabolismo. Tuttavia, la risposta dipende anche dall’attivita delle deacetilasi,
dall’accessibilita del sito e dal ricambio degli istoni''°. E quindi piu corretto parlare di
sensibilita differenziale dei siti, definita nel singolo modello, che di una gerarchia
universale. Quantita totale di acetilazione e distribuzione delle modifiche lungo il
genoma sono inoltre misure distinte: una variazione globale non identifica

automaticamente i loci o i geni funzionalmente coinvolti.

4.6 Lettori dell’acetilazione e regolazione trascrizionale

L’acetilazione delle lisine modifica le proprieta degli istoni e crea siti di
riconoscimento per proteine regolatrici. Tra i moduli che riconoscono I'acetil-lisina
figurano i bromodomini, presenti nelle proteine BET, come BRD2, BRD3, BRD4 e
BRDT, e in numerose proteine non-BET. BRD4 contribuisce alla regolazione
trascrizionale anche attraverso l'interazione con P-TEFb, coinvolto nel rilascio della

pausa prossimale al promotore dellRNA polimerasi Il. La sua funzione non si riduce



perd a una sequenza obbligata tra acetilazione, riconoscimento e allungamento: sono
state documentate anche attivita di BRD4 indipendenti dal legame dei bromodomini
agli istoni acetilati.'" Nel mieloma multiplo, I'inibitore BET JQ1 provoca una perdita
preferenziale di BRD4 da alcuni super-enhancer, regioni regolatrici estese e ricche di
coattivatori, riducendo lI'espressione di geni associati, tra cui MYC. | super-enhancer
sono presenti anche nelle cellule non tumorali e contribuiscono alla regolazione
dellidentita cellulare.’? Questi risultati non dimostrano che ridurre I'acetil-CoA
produca necessariamente gli stessi effetti dell’inibizione dei bromodomini.
Analogamente, la presenza di due bromodomini in BRD4 pud favorire interazioni
multivalenti, ma non implica che entrambi debbano sempre legare simultaneamente
due lisine acetilate per consentire la funzione della proteina. Un esempio diretto di
alterazione oncogenica € la fusione BRD4—-NUT, presente in una parte dei carcinomi
NUT. Nei modelli studiati, il suo silenziamento favorisce il differenziamento squamoso
e arresta la proliferazione, mostrando come [lalterazione di un regolatore della

cromatina possa sostenere il fenotipo neoplastico. '3

4.7 Acetilazione istonica e adattamento ai trattamenti

La tolleranza ai farmaci puo dipendere da stati cellulari reversibili, oltre che da
alterazioni genetiche stabili. Nei modelli descritti da Sharma e collaboratori, una
piccola sottopopolazione sopravvive al trattamento e puo recuperare sensibilita dopo
la sua sospensione. Questo stato coinvolge la segnalazione di IGF-1R e la demetilasi
istonica KDM5A e si accompagna a una riduzione di H3K14ac'4. Le cellule tolleranti
risultano sensibili agli inibitori delle deacetilasi. Il dato sostiene il coinvolgimento della
regolazione cromatinica, ma non dimostra che la sola ipoacetilazione di H3K14 causi
la tolleranza, né che questa dipenda da una carenza di acetil-CoA. L’esempio
documenta pertanto la plasticita della cromatina, senza stabilire un ruolo diretto del
metabolita. Un collegamento piu specifico & stato proposto nel carcinoma tiroideo con
mutazione BRAF VG600E. Nei modelli esaminati, il trattamento con vemurafenib
aumenta l'ossidazione degli acidi grassi e si associa a un incremento dell’acetil-CoA
e al rimodellamento di H3K9ac. Gli esperimenti di inibizione del metabolismo lipidico
e di recupero con acetato sostengono il contributo del metabolita. Tra i programmi
coinvolti figura quello di RUNX1, il cui silenziamento riduce caratteristiche di

aggressivita cellulare®®. Le evidenze restano precliniche e non definiscono una



strategia terapeutica validata. Nel complesso, questi esempi mostrano che
'adattamento pud accompagnarsi a modificazioni di segno diverso: non esiste una
relazione generale secondo cui aumentare o ridurre I'acetilazione produca sempre

sensibilita o resistenza al trattamento.

4.8 Profili di acetilazione e significato prognostico

Le modificazioni istoniche sono state studiate anche come possibili indicatori
dell’evoluzione clinica. Nel carcinoma prostatico, analisi immunoistochimiche hanno
identificato associazioni tra profili combinati di acetilazione e metilazione e rischio di
recidiva. Questi risultati riguardano specifiche coorti e modalita di misurazione e non
attribuiscono a una singola modifica un significato prognostico universale.® In una
serie di 880 carcinomi mammairi, livelli relativamente elevati delle modificazioni
istoniche analizzate si associavano a caratteristiche piu favorevoli e ai tumori di tipo
luminale. La frequente riduzione di H4K16ac &€ un’osservazione rilevante, ma la sua
prevalenza non dimostra da sola che si tratti di un evento precoce nella storia della
malattia.''® Nell'epatocarcinoma, invece, uno studio su 278 pazienti ha associato livelli
elevati di H3K18ac a prognosi sfavorevole. Il confronto conferma la necessita di
interpretare ogni marcatura nel contesto tissutale e clinico in cui & stata misurata.'”
Occorre inoltre distinguere il valore prognostico, relativo all’evoluzione della malattia,
da quello predittivo di risposta a uno specifico trattamento. Nel melanoma, I'asse
ACLY-H3K27ac-PD-L1 & stato associato a wuna risposta sfavorevole
allimmunoterapia nei campioni analizzati, ma il suo impiego come biomarcatore
richiede ulteriori conferme.''® Infine, il livello di acetilazione rilevato nei tessuti non
costituisce una misura diretta della disponibilita di acetil-CoA. Esso riflette anche
I'attivita degli enzimi, la composizione cellulare e altri fattori regolatori. Le associazioni
cliniche non dimostrano quindi, da sole, che il metabolismo dell’acetil-CoA sia la causa

dellandamento osservato.



Capitolo 5

Acetilazione non istonica: I'acetil-CoA nella regolazione delle

proteine

5.1 L’acetiloma: dimensioni e significato funzionale

L’acetilazione non interessa soltanto gli istoni, ma anche numerose proteine
coinvolte nel metabolismo, nella segnalazione e nella regolazione della sopravvivenza
cellulare. L'insieme delle proteine e dei siti acetilati costituisce I'acetiloma, la cui
caratterizzazione ha rivelato una distribuzione della modifica in diversi compartimenti
cellulari. L’identificazione di un sito acetilato, tuttavia, non ne dimostra
automaticamente la rilevanza funzionale. In uno studio su cellule HeLa, comprendente
6.829 siti di 2.535 proteine, la frazione mediana di molecole acetilate per sito era dello
0,02%. | siti con occupazione piu elevata risultavano maggiormente rappresentati
nelle proteine nucleari e nelle acetiltransferasi. Questi dati richiedono cautela
nell’'interpretazione delle analisi proteomiche: una modifica poco abbondante pud
avere effetti su specifiche sottopopolazioni proteiche, ma il suo significato deve essere
verificato sperimentalmente.’® Nel mitocondrio, inoltre, le condizioni chimiche della
matrice favoriscono anche l'acetilazione non enzimatica. Studi sul fegato murino
hanno proposto che SIRT3 contribuisca a rimuovere queste modifiche, limitandone
'accumulo. Tale modello non esclude funzioni regolatorie di singoli siti, ma impedisce
di considerare ogni acetilazione mitocondriale come un evento programmato di
segnalazione.’® || capitolo considera pertanto soprattutto esempi con conseguenze
funzionali documentate. Occorre mantenere una distinzione: dimostrare che una
proteina & regolata dall’acetilazione non equivale a dimostrare che tale regolazione

dipenda dalle variazioni della concentrazione cellulare di acetil-CoA.

5.2 Acetilazione N-terminale e disponibilita di acetil-CoA

L’acetilazione puo interessare il gruppo amminico a all’estremita N-terminale
della proteina, oltre al gruppo amminico € delle lisine. L’acetilazione N-terminale &
catalizzata dalle N-acetiltransferasi, che riconoscono substrati differenti in funzione
della sequenza iniziale della catena polipeptidica. Molte di queste modifiche
avvengono durante la traduzione, mediante enzimi associati ai ribosomi. Esistono

perd0 anche meccanismi post-traduzionali: NAA60, o NatF, & localizzata



prevalentemente al Golgi e acetila estremita N-terminali esposte sul versante
citosolico di proteine transmembrana.'?! La relazione con la disponibilita di acetil-CoA
non & uniforme. Nel lievito, una marcata riduzione del metabolita durante la carenza
di nutrienti non determina una diminuzione generalizzata dell’acetilazione N-terminale.
La dipendenza biochimica dal substrato, quindi, non implica necessariamente una
risposta proporzionale alle sue variazioni intracellulari.’?? Un collegamento con la
sopravvivenza cellulare & stato descritto per la proteina antiapoptotica Bcl-xL. Nei
modelli studiati, la sua sovraespressione riduceva la disponibilita di acetil-CoA e
'acetilazione N-terminale di diverse proteine, comprese alcune caspasi. Per la
caspasi-2, questa modifica favoriva I'interazione con I'adattatore RAIDD, coinvolto
nella sua attivazione. La supplementazione con acetato o citrato ripristinava
I'acetilazione e aumentava la sensibilita agli stimoli apoptotici. Il risultato documenta
un collegamento metabolico con la regolazione dell’apoptosi, senza esaurire i

molteplici meccanismi attraverso cui Bcl-xL esercita la propria funzione.'?3

5.3 Meccanismi d’azione dell’acetilazione delle lisine

L’acetilazione neutralizza la carica positiva del gruppo amminico della lisina e
ne modifica le proprieta chimiche. A seconda del residuo coinvolto, pud influenzare
attivita enzimatica, interazioni molecolari, stabilita e localizzazione della proteina. Un
esempio € SKP2, componente di riconoscimento del substrato di un complesso
ubiquitina-ligasi. L’acetilazione delle lisine 68 e 71, mediata da p300 e antagonizzata
da SIRT3, ne favorisce la stabilita e la localizzazione citoplasmatica. In particolare,
riduce il riconoscimento da parte del complesso APC/C—CDH1, responsabile della sua
degradazione. Nei modelli esaminati, 'accumulo citoplasmatico di SKP2 favorisce la
degradazione dellE-caderina e la migrazione cellulare.'®* Acetilazione e
ubiquitinazione possono competere per la stessa lisina, ma questa possibilita non
costituisce una regola generale: I'acetilazione pud anche favorire la degradazione
modificando il riconoscimento della proteina da parte di altri fattori. Analogamente,
l'ubiquitinazione non rappresenta sempre un segnale di degradazione.
L’interpretazione degli esperimenti richiede inoltre attenzione ai mutanti utilizzati. La
sostituzione della lisina con arginina impedisce l'acetilazione mantenendo una carica
positiva, mentre la sostituzione con glutammina riproduce soltanto alcune proprieta

della lisina acetilata. Nessuna delle due sostituzioni equivale perfettamente allo stato



naturale deacetilato o acetilato; i risultati devono quindi essere integrati con evidenze

biochimiche e funzionali.!®

5.4 Regolazione degli enzimi metabolici

L’acetilazione degli enzimi metabolici consente di collegare la disponibilita dei
nutrienti alla regolazione delle vie che li utilizzano. Gli effetti possono essere opposti
anche all'interno della stessa via. Nella glicolisi, I'acetilazione della piruvato chinasi
M2 sulla lisina 305 ne riduce l'attivita e ne favorisce la degradazione attraverso
l'autofagia mediata da chaperoni. Nei modelli studiati, questo meccanismo
contribuisce alllaccumulo di intermedi glicolitici utilizzabili nelle vie biosintetiche e
favorisce la crescita tumorale.'?® Un effetto differente riguarda la fosfoglicerato chinasi
1, altro enzima della glicolisi. La sua acetilazione sulla lisina 323, mediata da PCAF e
contrastata da SIRT7, ne aumenta l'attivita e sostiene il metabolismo glicolitico nei
modelli di carcinoma epatocellulare esaminati. L’acetilazione, dunque, non esercita un
effetto uniforme sulla glicolisi, ma interviene su passaggi distinti con conseguenze
specifiche.’?® Sono stati descritti anche meccanismi non enzimatici. Studi biochimici
sulla fosfoenolpiruvato carbossichinasi citosolica, PCK1, hanno mostrato un’auto
acetilazione dipendente dall'acetil-CoA, comprendente la lisina 244, che ne inibisce la
reazione gluconeogenica favorendo quella inversa. Il dato identifica un possibile
meccanismo di regolazione metabolica, ma non dimostra da solo una funzione nella
progressione tumorale.'?” Infine, I'acetilazione pud regolare gli stessi enzimi che
producono acetil-CoA. La deacetilazione della sintetasi mitocondriale dell’acetil-CoA
da parte di SIRT3 ne aumenta l'attivita. L’enzima, indicato nello studio originario come
AceCS2, corrisponde all’attuale ACSS1: questa distinzione € necessaria per non

confonderlo con ACSS2 nucleo-citosolica.'?®

5.5 Regolazione di oncosoppressori e oncoproteine

L’acetilazione interviene anche su proteine centrali nel controllo della
proliferazione e della risposta al danno cellulare. |l suo effetto dipende dal sito
modificato e non pud essere definito, in termini generali, come oncogenico oppure
oncosoppressivo. Per p53, [lacetilazione della lisina 120, mediata dalle
acetiltransferasi TIP60 e hMOF, contribuisce alla risposta apoptotica. Nei modelli

analizzati, la perdita di questa modifica comprometteva I'induzione di geni pro-



apoptotici, tra cui BAX e PUMA, preservando maggiormente la capacita di indurre
I'arresto del ciclo cellulare. |l risultato mostra che singole modifiche possono modulare
selettivamente le diverse funzioni di p53.'%° Anche la regolazione di MYC richiede di
distinguere effetti differenti. Uno studio su p300 ha mostrato che la sua interazione
con MYC pud stabilizzare la proteina indipendentemente dall'attivita
acetiltransferasica, mentre l'acetilazione pud favorirne il ricambio. Non & quindi
corretto attribuire automaticamente all’acetilazione tutti gli effetti prodotti dal legame
con un’acetiltransferasi.’>® PTEN offre un ulteriore esempio di specificita del residuo.
Questa fosfatasi contrasta la segnalazione PIBK—AKT rimuovendo un gruppo fosfato
dal PIP3. L’acetilazione delle lisine 125 e 128, mediata da PCAF, ne riduce la capacita
di sopprimere l'attivazione di AKT.'3" Al contrario, I'acetilazione della lisina 163,
osservata in seguito all'inibizione di HDACSG, favorisce la localizzazione di PTEN alla
membrana e ne potenzia la funzione nei modelli studiati. Sulla stessa proteina, quindi,

I'acetilazione di residui diversi pud produrre effetti opposti.’3?

5.6 Acetilazione, stabilita genomica e riparo del DNA

La riparazione delle rotture a doppio filamento richiede il reclutamento e il
successivo rilascio coordinato di numerose proteine. L’acetilazione contribuisce a
regolarne la stabilita e la permanenza sulla cromatina. La ricombinasi RADS51,
essenziale per la ricombinazione omologa, viene acetilata da PCAF sulla lisina 40.
Questa modifica favorisce la sua rimozione dalla cromatina e la degradazione
attraverso il sistema ubiquitina—proteasoma, contribuendo alla regolazione temporale
del riparo. Nei modelli cellulari esaminati, il mutante K40R mostrava una maggiore
resistenza a etoposide e doxorubicina. Il risultato sostiene un possibile collegamento
con la chemioresistenza, ma non costituisce una validazione clinica di RAD51
acetilata come biomarcatore.’®* Un secondo meccanismo riguarda il complesso
BRCA1-BARD1. SIRT2 deacetila BARD1 sulle lisine 46, 96 e 110, favorendone
'associazione con BRCA1 e la stabilita del complesso. La perdita di questa
regolazione compromette la ricombinazione omologa. Il dato documenta una funzione
della deacetilazione nel mantenimento dell'integrita genomica, senza implicare che
ogni variante dei residui studiati costituisca una mutazione ereditaria patogena.’34 Un
collegamento piu diretto con la disponibilita di acetil-CoA & stato descritto nel
carcinoma della vescica. ACSL5 attiva gli acidi grassi a catena lunga convertendoli in



acil-CoA; nei modelli studiati, la sua attivita favorisce I'ossidazione degli acidi grassi e
aumenta l'acetil-CoA. Quest’ultimo sostiene I'acetilazione di 53BP1 sulla lisina 1360,
mediata da CBP, stabilizzando la proteina.

La conseguenza é l'attivazione dell’asse p53—p21 e della senescenza cellulare, con
limitazione della crescita tumorale. In questo caso I'esito descritto non €& I'apoptosi: si
tratta di una distinzione rilevante, poiché senescenza e morte cellulare rappresentano

risposte biologiche differenti.’3°

5.7 Acetilazione di PD-L1: localizzazione e stabilita

L’acetilazione pud regolare direttamente PD-L1, oltre ai meccanismi che ne
controllano I'espressione. Questo paragrafo considera le modifiche della proteina,
mentre il capitolo dedicato allimmunita antitumorale ne approfondisce la regolazione
nel contesto metabolico. Una quota di PD-L1 pud raggiungere il nucleo attraverso un
processo che coinvolge HIP1R e importina a1. Nei modelli esaminati, p300 acetila
PD-L1 sulla lisina 263, mentre HDAC2 ne promuove la deacetilazione, favorendone
la traslocazione nucleare. Nel nucleo, PD-L1 partecipa alla regolazione di programmi
trascrizionali associati alla risposta immunitaria e allinfiammazione. Queste
osservazioni descrivono una funzione ulteriore rispetto all'interazione di membrana
con PD-1, ma non ne dimostrano un’identica rilevanza in tutti i tumori.'36
Un diverso meccanismo € stato descritto nel carcinoma mammario. La proteina
HBXIP favorisce il reclutamento di p300 e l'acetilazione di PD-L1 sulla lisina 270,
aumentandone la stabilita.’” | due studi mostrano che l'acetilazione pud intervenire
su localizzazione e degradazione della stessa proteina. Poiché i risultati derivano da
contesti sperimentali differenti, non dimostrano necessariamente che entrambi i

meccanismi operino contemporaneamente in ogni cellula tumorale.

5.8 Riduzione dell’acetil-CoA e ipoacetilazione nel carcinoma

epatocellulare

Non tutti i tumori sono caratterizzati da un aumento dell’acetil-CoA. Uno studio
su un modello murino di carcinoma epatocellulare e su campioni umani ha rilevato
una riduzione del metabolita associata a una diminuzione dell’acetilazione proteica. In
questo contesto, i fattori trascrizionali TEAD2 ed E2A reprimono diverse vie di sintesi

dell’'acetil-CoA. La loro inibizione ripristina la disponibilita del metabolita e contrasta la



crescita tumorale nei modelli sperimentali, sostenendo un ruolo funzionale della
riduzione dell’acetil-CoA nel mantenimento del fenotipo neoplastico.'3®

Il risultato non autorizza a considerare la scarsita di acetil-CoA una caratteristica
universale dell’epatocarcinoma, né a trasferire direttamente il rapporto causale
sperimentale alla prognosi dei pazienti. Mostra invece che, in determinati contesti, la
riduzione della disponibilita del metabolita e dell’acetilazione proteica puo favorire il
tumore. Questo esempio completa quelli descritti in precedenza: il significato
oncologico dell’acetil-CoA dipende dalle vie metaboliche coinvolte e dai substrati

interessati, non soltanto dalla sua quantita complessiva.

5.9 Substrati citoplasmatici: citoscheletro, apoptosi e chaperoni

L’acetilazione non istonica interessa anche proteine coinvolte
nell'organizzazione del citoscheletro e nel controllo della sopravvivenza. L’a-tubulina
e acetilata sulla lisina 40 e costituisce un substrato di HDACG6. Studi sperimentali
hanno collegato I'attivita di questa deacetilasi alla regolazione dell’acetilazione dei
microtubuli e della motilita cellulare. Tale relazione, tuttavia, non permette di
equiparare automaticamente la deacetilazione della tubulina a una maggiore
invasivita tumorale, che richiede verifiche nel modello considerato.® Ku70, oltre a
partecipare al riparo del DNA, pud trattenere Bax nel compartimento citoplasmatico.
L’acetilazione di residui nella sua regione C-terminale, in particolare delle lisine 539 e
542, favorisce il rilascio di Bax e la risposta apoptotica. Questo meccanismo mostra
come una modifica post-traduzionale possa regolare la sopravvivenza senza
modificare direttamente la trascrizione genica.'#® Un ulteriore substrato € HSP90, uno
chaperone molecolare che sostiene la maturazione e la stabilita di numerose proteine
di segnalazione. L’inibizione o la deplezione di HDAC6 ne provoca iperacetilazione,
compromettendone la funzione. Nelle cellule leucemiche K562 questo fenomeno &
associato alla perdita di proteine clienti, tra cui BCR-ABL, AKT e c-Raf. Il risultato
contribuisce al razionale antitumorale dellinibizione delle deacetilasi attraverso
meccanismi che coinvolgono anche proteine non istoniche.#!

Nel complesso, gli esempi descritti mostrano che I'acetilazione pudé modulare
metabolismo, riparo del DNA, motilita e soglia apoptotica. La disponibilita di acetil-CoA
partecipa a questa regolazione, ma il risultato dipende anche dagli enzimi coinvolti,

dalla localizzazione e dal residuo modificato. Per questo motivo, aumentare o ridurre



globalmente [l'acetilazione non consente di prevedere un effetto antitumorale

uniforme.



Capitolo 6
Il ruolo dell’acetil-CoA nella progressione tumorale e nella

metastatizzazione

6.1 Quadro generale: I'acetil-CoA come risorsa contesa lungo la

storia naturale della malattia

Nei capitoli precedenti sono state descritte le principali vie di produzione
dell'acetil-CoA, la sua influenza sulla regolazione trascrizionale e il suo coinvolgimento
nei processi di modificazione proteica. A queste funzioni regolatorie si affianca il ruolo
dell'acetil-CoA come precursore nella biosintesi de novo dei lipidi. La sintesi di una
molecola di palmitato, ad esempio, richiede otto molecole di acetil-CoA. Anche la
biosintesi del colesterolo dipende dalla disponibilita di questo metabolita e procede
attraverso la formazione di acetoacetil-CoA e la successiva via del mevalonato,
richiedendo complessivamente diciotto molecole di acetil-CoA per ogni molecola di
colesterolo prodotta. La B-ossidazione degli acidi grassi rappresenta, invece, un
processo catabolico che genera acetil-CoA a ogni ciclo di accorciamento della catena.
[l metabolismo lipidico rappresenta quindi sia una destinazione sia una fonte di acetil-
CoA, coinvolgendo differenti compartimenti cellulari. In questo capitolo verra
analizzato come la richiesta e l'utilizzo di acetil-CoA varino nelle diverse fasi della
progressione neoplastica. L’acetil-CoA svolge un ruolo, seppure indiretto, gia nelle fasi
iniziali della tumorigenesi. Nell’epitelio intestinale, ad esempio, l'inibizione dell’enzima
di rimodellamento fosfolipidico LPCAT3 determina un aumento della saturazione delle
membrane e stimola la biosintesi del colesterolo, che a sua volta favorisce la
proliferazione delle cellule staminali delle cripte intestinali.#? Il coinvolgimento del
colesterolo in questo processo e supportato da evidenze sperimentali complementari:
l'inibizione farmacologica della sua sintesi riduce l'iperproliferazione osservata negli
animali privi di LPCAT3, mentre 'aumento del contenuto cellulare di colesterolo,
ottenuto mediante apporto alimentare o attraverso l'attivazione di SREBP-2, favorisce
la proliferazione e la tumorigenesi in vivo. Dal momento che il colesterolo & costruito
interamente a partire dall'acetil-CoA, il segnale proliferativo qui descritto € dipendente
dalla disponibilita del metabolita e dirottarne il flusso verso la via del mevalonato e
quindi del colesterolo equivale a fornire al comparto staminale uno stimolo di crescita.

Occorre inoltre sottolineare che la specificita riguarda la sintesi degli steroli e non



l'intera via del mevalonato. Quest'ultimo, somministrato a concentrazioni sufficienti,
alla prenilazione proteica ma non alla sintesi sterolica non ripristina la proliferazione,
rafforzando I'evidenza pro-proliferativa del’abbondanza di acetil-CoA.'? Come
anticipato nel capitolo 3.6, le catene aciliche polinsature sono piu suscettibili alla
perossidazione di quelle sature e monoinsature. La distinzione é rilevante per questa
tesi perché gli acidi grassi monoinsaturi sono le specie che la cellula pud costruire
dall'acetil-CoA, mentre quelli polinsaturi devono essere assunti dall'esterno, e questo
implica che la composizione protettiva della membrana coincide con la frazione lipidica
di origine lipogenica. L'analisi di tessuti tumorali umani ottenuti da prostatectomia
radicale ha evidenziato che le neoplasie caratterizzate da un fenotipo lipogenico
presentano un grado di saturazione degli acidi grassi superiore rispetto a quelle non
lipogeniche. In cellule tumorali in coltura, il trattamento con soraphen A, un inibitore
dell'acetil-CoA carbossilasi (ACC), blocca la conversione dell’acetil-CoA in malonil-
CoA, determinando una riduzione degli acidi grassi saturi e monoinsaturi e,
conseguentemente, un aumento relativo della componente polinsatura. In queste
condizioni, le cellule tumorali, caratterizzate da una maggiore presenza di acidi grassi
polinsaturi, mostrano una maggiore sensibilita alla morte cellulare indotta dallo stress
ossidativo e al trattamento con doxorubicina.®® Nel complesso, questi risultati
evidenziano come l'utilizzo dell’acetil-CoA nella lipogenesi contribuisca a determinare
la composizione lipidica delle membrane e, di conseguenza, possa influenzare la
sensibilita delle cellule tumorali allo stress ossidativo e ai trattamenti farmacologici.
Nel carcinoma mammario gli adipociti peritumorali perdono il proprio contenuto lipidico
e gli acidi grassi liberi vengono trasferiti alle cellule tumorali, dove sono immagazzinati
in gocce lipidiche per poi essere rimessi in circolo dalla lipasi trigliceridica adiposa
(ATGL), la cui espressione nei tumori umani correla con I'aggressivita.’? Il ruolo di
questi acidi grassi € alimentare la p-ossidazione, attiva nelle cellule tumorali € non
nell'epitelio mammario normale e permettere la rigenerazione di acetil-CoA all'interno
del mitocondrio. L'aumento della capacita invasiva viene completamente abolito in
vitro dall'inibizione della lipolisi e della B-ossidazione, evidenziando I'importanza del
metabolismo degli acidi grassi anche nella progressione tumorale locale. Un ulteriore
rimodellamento metabolico si verifica durante la disseminazione metastatica, come
dimostrato in modelli sperimentali di melanoma. Le cellule di melanoma umano sono
in grado di formare tumori sottocutanei con elevata frequenza, mentre la loro capacita

di colonizzare organi distanti risulta limitata dall’elevato stress ossidativo cui sono



sottoposte durante la circolazione e negli organi viscerali. | cloni con maggiore
capacita metastatica presentano infatti una maggiore disponibilita di molecole
coinvolte nella difesa antiossidante, tra cui il NADPH'#4. Questo aspetto assume
particolare rilevanza nel contesto del metabolismo lipidico. La lipogenesi de novo
richiede infatti un elevato consumo di NADPH: la sintesi di una molecola di palmitato
ne utilizza quattordici molecole. Poiché il NADPH & anche essenziale per i sistemi di
difesa antiossidante, un’elevata attivita lipogenica pud ridurne la disponibilita per
contrastare lo stress ossidativo. Si configura quindi una competizione metabolica per
I'utilizzo del NADPH tra la biosintesi degli acidi grassi e il mantenimento dell’equilibrio
redox, con possibili conseguenze sulla capacita delle cellule tumorali di sopravvivere
durante il processo metastatico. Complessivamente la cellula neoplastica deve
compiere delle “scelte” sul destino dell'acetil-CoA, generando una serie di fenotipi

unici in funzione della tipologia tumorale presa in considerazione.

6.2 Carcinoma mammario: ACC1, acetilazione di Smad2 e

transizione epitelio-mesenchimale

Nel carcinoma mammario, la disponibilita di acetil-CoA collega segnali
extracellulari, acetilazione di proteine non istoniche e comportamento invasivo. Un
ruolo centrale & svolto dall’acetil-CoA carbossilasi 1 (ACC1), che converte I'acetil-CoA
in malonil-CoA per la sintesi degli acidi grassi, riducendone la disponibilita per le
reazioni di acetilazione. La relazione tra consumo di acetil-CoA e acetilazione proteica
e stata osservata anche in altri sistemi sperimentali, nei quali la riduzione dell’attivita
di ACC determina un aumento dell'acetilazione.?®> Questo meccanismo assume
particolare interesse nel contesto dell’associazione epidemiologica tra obesita e
prognosi del carcinoma mammario.'#® La leptina, un’adipochina prodotta dal tessuto
adiposo, attiva una via dipendente da TAK1 che conduce alla fosforilazione inibitoria
di ACC1 sulla serina 79. La conseguente riduzione del consumo di acetil-CoA ne
favorisce I'accumulo e aumenta I'acetilazione proteica, inclusa quella di Smad2,
trasduttore della via del TGFB.'6 [’acetilazione di Smad2 favorisce la sua
localizzazione nucleare e l'attivazione di un programma associato alla transizione
epitelio-mesenchimale, caratterizzato dalla riduzione di E-caderina e dall’aumento di
N-caderina e vimentina. Coerentemente, il trattamento con TOFA, un inibitore di ACC,

aumenta l'acetilazione di Smad2 e induce i marcatori di questo programma. I



coinvolgimento delle lisine Lys19, Lys20 e Lys39 é stato studiato sostituendole con
arginine: TGFB e TOFA inducono la traslocazione nucleare della proteina wild-type,
ma non del mutante, sostenendo il ruolo di questi residui nella regolazione della
localizzazione di Smad2. Nei campioni umani esaminati, la fosforilazione di ACC1
aumenta passando dal tessuto sano al tumore primario e alle metastasi. Questa
osservazione é coerente con i risultati sperimentali, pur non dimostrando da sola un
rapporto causale. Nel complesso, il modello mostra come il segnale di un’adipochina
possa attivare un programma pro-invasivo attraverso eventi metabolici in cui

I'accumulo di acetil-CoA svolge un ruolo centrale.'46

6.3 Glioblastoma: asse acetil-CoA, Ca%" e NFAT nell’adesione e nella

migrazione

Nel glioblastoma, I'acetil-CoA & coinvolto nella regolazione dell’adesione e della
migrazione attraverso un meccanismo che interessa la segnalazione del calcio e il
fattore trascrizionale NFAT. Nelle cellule studiate, una maggiore disponibilita di acetil-
CoA si associa al’aumento dell’espressione di geni coinvolti nell’adesione alla matrice
extracellulare, nelle interazioni integriniche e nell'organizzazione del citoscheletro.
L'inibizione o la deplezione dell’ ATP-citrato liasi (ACLY) compromette I'adesione alla
fibronectina, la migrazione e I'espressione di geni di adesione, tra cui ITGA2B,
indicando il coinvolgimento della produzione nucleo-citosolica di acetil-CoA.%"
L’analisi dei programmi trascrizionali ha individuato NFAT come possibile mediatore.
La sua attivazione dipende dalla calcineurina, una fosfatasi attivata dal calcio che,
defosforilando NFAT, ne favorisce I'ingresso nel nucleo. Coerentemente, l'inibizione
della calcineurina con ciclosporina A riduce I'adesione cellulare. Gli esperimenti con
un indicatore fluorescente del calcio hanno mostrato che 'aumento del glucosio o
I'aggiunta di acetato incrementano la frequenza delle oscillazioni intracellulari di Ca?*.
La rimozione del calcio extracellulare mediante EGTA abolisce le oscillazioni
persistenti, indicando che il loro mantenimento richiede un apporto dall’esterno.
Inoltre, la ionomicina, che aumenta il calcio intracellulare, ripristina adesione e
migrazione compromesse dalla scarsita di glucosio o dall’inibizione di ACLY. Questi
risultati sostengono il ruolo del calcio come mediatore degli effetti associati alla
disponibilita di acetil-CoA."%” Resta tuttavia da chiarire il meccanismo molecolare che
collega l'acetil-CoA alla regolazione del calcio. Il modello individua quindi un asse



acetil-CoA—Ca?*—NFAT rilevante per il comportamento cellulare, senza definirne

completamente tutti i passaggi.

6.4 Carcinoma della cervice: B-ossidazione, acetil-CoA e staminalita

nelle metastasi linfonodali

Nel carcinoma della cervice, il metabolismo lipidico contribuisce
all’adattamento delle cellule tumorali alla nicchia linfonodale. Nei modelli esaminati, le
cellule metastatiche mostrano una minore dipendenza dalla glicolisi e un maggiore
ricorso all’'ossidazione degli acidi grassi rispetto a quelle del tumore primario.8’ Il
trattamento delle linee SiHa e HelLa con palmitato aumenta la formazione di sferoidi,
I'espressione dei geni associati alla staminalita e la quota di cellule positive all’aldeide
deidrogenasi. Un ruolo centrale & svolto dalla carnitina palmitoiltransferasi 1A
(CPT1A), che partecipa al trasferimento degli acidi grassi a lunga catena nel
mitocondrio.” La sua inibizione riduce la staminalita indotta dal palmitato, collegando
I'utilizzo dei lipidi al fenotipo tumorale.?” L’acetil-CoA prodotto dalla B-ossidazione non
attraversa direttamente la membrana mitocondriale interna: le sue unita carboniose
possono raggiungere il compartimento nucleo-citosolico attraverso il citrato, dal quale
ACLY rigenera acetil-CoA. Nel modello studiato, questo processo sostiene
I'acetilazione della lisina 27 dell'istone H3 (H3K27ac) sui promotori di geni associati
alla staminalita, tra cui SOX2, OCT4, NANOG e CD44. Linibizione di ACLY con
SB204990 contrasta [I'acquisizione del fenotipo staminale, sostenendo il
coinvolgimento di questa via. Ai risultati sperimentali si affiancano osservazioni su
campioni umani: I'espressione di CPT1A & maggiore nei tumori di pazienti con
metastasi linfonodali rispetto a quelli senza coinvolgimento linfonodale e si associa a
una minore sopravvivenza globale.?” Il modello evidenzia quindi come I'utilizzo di
nutrienti presenti nella nicchia metastatica possa influenzare la regolazione

epigenetica e la plasticita delle cellule neoplastiche.

6.5 Epatocarcinoma: accumulo di acetil-CoA, CXCL1 e reclutamento

dei neutrofili

Nel fegato, alterazioni del metabolismo dell’acetil-CoA e dell’acetilazione sono
state descritte sia nelle condizioni che predispongono alla trasformazione neoplastica
sia nella progressione tumorale. Questi effetti devono essere distinti in base ai



substrati coinvolti: le modificazioni dell’acetilazione istonica qui considerate non
coincidono necessariamente con quelle delle proteine non istoniche discusse nel
capitolo 5.8. Nei modelli sperimentali di steatosi, 'accumulo lipidico si associa a un
aumento dell’acetilazione istonica, a una maggiore accessibilita della cromatina e a
marcatori di danno al DNA.' Alcune regioni telomero-prossimali, comprendenti
oncosoppressori, risultano particolarmente interessate; osservazioni su tessuti umani
con steatoepatite indicano alterazioni mutazionali nelle medesime regioni.'® Un
ulteriore contributo alla progressione deriva dalle trappole extracellulari dei neutrofili
(NET), strutture costituite da cromatina e proteine granulari.’® Nei modelli di
steatoepatite, gli acidi grassi liberi ne favoriscono la formazione; I'inibizione delle NET
riduce la crescita tumorale senza correggere la steatosi, sostenendo il coinvolgimento
dellinflammazione nella progressione della malattia. Nel tumore conclamato, un
meccanismo di accumulo dell’acetil-CoA é la riduzione dell’acil-CoA tioesterasi 12
(ACOT12), che ne catalizza l'idrolisi. La minore espressione di ACOT12 si associa a
maggiore aggressivita e prognosi sfavorevole. Nei modelli studiati, la sua riduzione
aumenta l'acetilazione istonica e I'espressione di TWIST2, favorendo la transizione
epitelio-mesenchimale.’ La riduzione di ACOT12 promuove inoltre I'acetilazione
dell’istone H3 sul promotore di CXCL1 e I'espressione di questa chemochina. CXCL1
richiama neutrofili che formano NET e favoriscono la metastatizzazione.'' In altri
modelli, il DNA delle NET pud essere riconosciuto dalla proteina transmembrana
CCDC25, che attiva la via ILK—B-parvina e aumenta la motilita tumorale.'®? Queste
evidenze collegano il metabolismo dell’acetil-CoA sia a programmi intrinseci della
cellula neoplastica sia al reclutamento di componenti del microambiente favorevoli alla

progressione.

6.6 Osteosarcoma: ACSS1 e riprogrammazione metabolica pro-

metastatica

Nellosteosarcoma, studi lipidomici indicano un’associazione tra
riprogrammazione del metabolismo lipidico e capacita metastatica.’®® In particolare,
l'acetil-CoA sintetasi 1 (ACSS1), enzima mitocondriale che utilizza acetato per
produrre acetil-CoA, risulta maggiormente espressa nei tumori metastatici. Nei
campioni clinici analizzati, la sua espressione si associa a una minore sopravvivenza

globale e libera da metastasi polmonari. Il silenziamento di ACSS1 nelle linee 143B e



SJSAT1 riduce proliferazione, migrazione e invasione, altera il metabolismo energetico
e aumenta le specie reattive dell'ossigeno®. Si osserva inoltre una riduzione di
H3K27ac, anche sul promotore del gene della stearoil-CoA desaturasi (SCD),
suggerendo un collegamento tra disponibilita di acetil-CoA e regolazione trascrizionale
del metabolismo lipidico. SCD converte acidi grassi saturi in monoinsaturi,
contribuendo alla composizione lipidica cellulare e alla sensibilita alla
perossidazione'®. [l modello proposto collega quindi I'attivita di ACSS1 all’acetilazione
istonica sul promotore di SCD e allaumento della sua espressione, con un assetto
lipidico favorevole alla resistenza alla perossidazione. L'incremento delle specie
reattive dell’ossigeno dopo silenziamento di ACSS1 & coerente con un’alterazione
dell’equilibrio ossidativo, ma non costituisce da solo una dimostrazione di ferroptosi.
Resta da chiarire come I'acetil-CoA prodotto nel mitocondrio sostenga I'acetilazione
nucleare in questo modello. Il trasferimento delle unita acetiliche attraverso
I'acetilcarnitina rappresenta una possibile spiegazione, documentata in altri sistemi,
ma non dimostrata nell'osteosarcoma esaminato.’®®

Nel complesso, i modelli descritti mostrano come differenti modalita di
produzione o accumulo dell’acetil-CoA possano contribuire a invasivita, adattamento
alla nicchia metastatica e progressione tumorale. Gli effetti dipendono tuttavia dal
contesto e dai meccanismi di utilizzo del metabolita, alcuni dei quali restano da

definire.



Capitolo 7

Acetil-CoA e immunita antitumorale

7.1 Competizione metabolica nel microambiente tumorale

Nel microambiente tumorale, le cellule neoplastiche e quelle immunitarie
competono per nutrienti necessari alla crescita e alle rispettive funzioni. In alcuni
modelli, il consumo di glucosio da parte del tumore limita il metabolismo dei linfociti T
infiltranti, contribuendo alla compromissione della risposta antitumorale. In un modello
murino di sarcoma, questa competizione riduce I'attivita di mTOR, la glicolisi e la
produzione di interferone y (IFN-y) nei linfociti. Nello stesso contesto sperimentale, il
blocco dei checkpoint immunitari migliora la disponibilita di glucosio e le funzioni
linfocitarie. In particolare, il blocco di PD-L1 riduce la glicolisi delle cellule tumorali,
suggerendo che parte dell’effetto dellimmunoterapia possa coinvolgere anche il
metabolismo del microambiente.'® La disponibilita di glucosio influenza, inoltre, la
segnalazione intracellulare attraverso il fosfoenolpiruvato (PEP), che contribuisce a
mantenere I'attivazione della via Ca?>*-NFAT. Quando il PEP diminuisce, viene meno
il suo effetto inibitorio su SERCA, la pompa che trasferisce il calcio dal citosol al
reticolo endoplasmatico, con conseguente attenuazione del segnale. La
sovraespressione della fosfoenolpiruvato carbossichinasi 1 (PCK1), che produce PEP
dall'ossalacetato, ripristina le funzioni effettrici e migliora il controllo tumorale nei
modelli studiati’®’. Alla competizione per i nutrienti si aggiungono gli effetti dei prodotti
metabolici tumorali. Nel melanoma, la produzione di acido lattico associata all’attivita
dell’enzima lattato deidrogenasi A compromette le funzioni dei linfociti T e delle cellule
natural killer.’® Queste condizioni rendono particolarmente rilevanti le vie alternative
di approvvigionamento metabolico, comprese quelle che sostengono la produzione di
acetil-CoA.

7.2 Acetil-CoA e regolazione di PD-L1

Il legame tra PD-1, espresso dai linfociti T attivati, e il suo ligando PD-L1
trasmette un segnale inibitorio che limita proliferazione, produzione di citochine e
attivita citotossica. Questo meccanismo fisiologico di controllo della risposta
immunitaria pu0d essere sfruttato dalle cellule tumorali per ostacolare la loro

eliminazione. Nel melanoma, I'acetil-CoA nucleo-citosolico prodotto dall’ATP-citrato



liasi (ACLY) sostiene I'espressione di PD-L1 attraverso I'acetilazione della lisina 27
dellistone H3 (H3K27ac) sul promotore di CD274, il gene che codifica il ligando. Il
silenziamento di ACLY riduce I'acetilazione del promotore, il trascritto e la proteina di
superficie; I'aggiunta di acetato pud compensare questo effetto. L’inibitore delle
acetiltransferasi p300/CBP A-485 contrasta invece linduzione di PD-L1 da parte
dell’acetato, indicando che la disponibilita del metabolita deve accompagnarsi
all'attivita degli enzimi che lo utilizzano.''® L’acetilazione del promotore dipende anche
dalla rimozione dei gruppi acetile. Nei linfomi a cellule B, HDAC3 contribuisce a
reprimere CD274; la sua inibizione aumenta I'acetilazione istonica e I'espressione di
PD-L1."%% Un meccanismo analogo & stato descritto in modelli di resistenza alla
chemioterapia, nei quali I'accumulo di c-Jun riduce I'espressione di HDAC3.160
L’aumento dell’acetilazione pud quindi derivare sia da una maggiore disponibilita di
acetil-CoA sia da una minore attivita deacetilasica. La regolazione interessa anche
proteine non istoniche. Nel carcinoma pancreatico, I'acido valproico aumenta PD-L1
sia attraverso meccanismi trascrizionali sia favorendone I'acetilazione e l'interazione
con TRAPPC4, coinvolta nel riciclo della proteina verso la membrana’'. Questi
risultati suggeriscono possibili combinazioni terapeutiche: nei modelli studiati,
I'inibizione di ACLY riduce PD-L1 e potenzia la risposta allimmunoterapia. Tuttavia,
gli effetti dipendono dal contesto. Nei modelli di linfoma a cellule T esaminati, PD-1
puo esercitare una funzione oncosoppressiva: la sua perdita favorisce il metabolismo
dipendente da ACLY e programmi trascrizionali associati alla crescita neoplastica. 62
Non €& quindi possibile attribuire alla relazione tra acetil-CoA e asse PD-1/PD-L1 un

significato univoco in tutti i tumori.

7.3 Acetil-CoA carbossilasi e metabolismo dei linfociti T CD8*

La carenza di nutrienti, l'ipossia e la stimolazione antigenica persistente
possono compromettere la funzione mitocondriale dei linfociti T infiltranti?63.164,
L’utilizzo degli acidi grassi rappresenta una possibile forma di adattamento: in alcuni
modelli, I'attivazione di PPAR-a favorisce il catabolismo lipidico e migliora la risposta
antitumorale, anche in associazione al blocco di PD-1'%%, Questo adattamento &
influenzato dall’'acetil-CoA carbossilasi (ACC), che converte I'acetil-CoA in malonil-
CoA. Le due isoforme svolgono funzioni prevalentemente distinte: ACC1 sostiene la

sintesi degli acidi grassi, mentre ACC2, associata alla membrana mitocondriale



esterna, produce malonil-CoA coinvolto nellinibizione di CPT1 e quindi nella
regolazione dell'ossidazione lipidica. Nei linfociti CD8" infiltranti dei modelli esaminati,
ACC1 risulta aumentata e si osserva un accumulo di gocce lipidiche. Un aumento
dell’espressione di ACC1 & stato rilevato anche nei linfociti intratumorali di pazienti
con sarcoma rispetto a quelli del sangue periferico.'®® [’accumulo lipidico pud
accompagnarsi a disfunzione immunitaria; in altri studi, I'eccesso di colesterolo attiva
lo stress del reticolo endoplasmatico e il fattore XBP1, favorendo I'espressione di
recettori inibitori.’®” L’inibizione di ACC con ND-646, attivo su entrambe le isoforme,
riduce 'accumulo lipidico e migliora I'utilizzo degli acidi grassi nei linfociti sottoposti a
stress nutrizionale. Nei modelli studiati si osservano un aumento della produzione di
ATP e una maggiore efficacia antitumorale.®® Questi risultati devono essere distinti
da quelli ottenuti nei linfociti in condizioni fisiologiche, nei quali ACC1 sostiene la
sintesi lipidica necessaria all’espansione: la sua delezione compromette la
sopravvivenza delle cellule in divisione, con un difetto parzialmente compensabile
mediante acidi grassi esogeni.'®® Gli effetti dell'inibizione dipendono quindi dallo stato
cellulare e dalla disponibilita dei nutrienti. Il condizionamento dei linfociti prima del
trasferimento adottivo rappresenta una possibile strategia sperimentale, mentre

efficacia e sicurezza dell’'inibizione sistemica richiedono ulteriori valutazioni.

7.4 Acetato, ACSS2 e funzione dei linfociti T

L’acetato costituisce una fonte alternativa di acetil-CoA utilizzabile sia dalle
cellule tumorali sia dai linfociti®®. Nei linfociti T CD8* sottoposti a restrizione di glucosio,
la sua aggiunta puod ripristinare l'acetilazione istonica e la produzione di IFN-y
attraverso I'acetil-CoA sintetasi 2 (ACSS2)'%°. Nei modelli esaminati, la riduzione di
ACSS2 compromette invece la funzione dei linfociti infiltranti e il controllo tumorale.
ACLY e ACSS2 contribuiscono in modo diverso all’approvvigionamento di acetil-CoA.
Durante la risposta dei linfociti CD8* all’infezione, ACLY sostiene I'utilizzo del carbonio
derivato dal glucosio; la sua perdita induce una compensazione attraverso ACSS2 e
il metabolismo dell’acetato, che non ripristina perd necessariamente tutte le funzioni
cellulari.’® La provenienza dell’'acetil-CoA puo influenzare anche la distribuzione
dell’'acetilazione istonica. Nei sistemi studiati, ACLY si associa all’acetiltransferasi
KAT2A, mentre ACSS2 interagisce con p300. Questi complessi sostengono

programmi trascrizionali differenti: il primo & associato a geni dell’esaurimento



linfocitario, il secondo a funzioni effettrici e di memoria. Durante la stimolazione
antigenica cronica, la riduzione di ACSS2 favorisce lo squilibrio verso il programma di
esaurimento. L’aumento dell’espressione nucleare di ACSS2 o l'inibizione di ACLY
contrastano questo processo e migliorano la risposta antitumorale nei modelli
esaminati.’”! La competizione per I'acetato introduce tuttavia un’ulteriore complessita.
Nei modelli preclinici di carcinoma mammario, l'inibizione di ACSS2 con VY-3-135
riduce l'utilizzo tumorale dell’acetato e ne favorisce la disponibilita per le cellule
immunitarie, contribuendo al controllo del tumore'’?. La selettivita dellinibitore per
'enzima non implica perd una selettivita esclusiva per le cellule neoplastiche: occorre
considerare anche gli effetti sui linfociti, nei quali ACSS2 pud sostenere funzioni

protettive.

7.5 Acetil-CoA e popolazioni mieloidi

Le cellule mieloidi possono modificare la disponibilita di metaboliti nel
microambiente e influenzare sia la progressione tumorale sia la risposta immunitaria.
| macrofagi associati al tumore (TAM), in particolare, possono fornire nutrienti alle
cellule neoplastiche'”3. Nel carcinoma epatocellulare, i TAM producono e rilasciano
acetato, che viene utilizzato dalle cellule tumorali per sostenere il pool di acetil-CoA e
I'acetilazione istonica. |l lattato tumorale promuove nei macrofagi una risposta
associata a stress ossidativo, perossidazione lipidica e attivita dell’aldeide
deidrogenasi 2 (ALDH2), favorendo la produzione di acetato. Questo meccanismo non
implica necessariamente una conversione diretta del carbonio del lattato in acetato.
Nel modello murino studiato, la delezione mieloide di Aldh2 riduce l'acetato nelle
cellule tumorali e le metastasi polmonari, senza modificare significativamente la
crescita del tumore primario’’4. Nelle cellule dendritiche, la ripartizione dell’acetil-CoA
tra sintesi lipidica e acetilazione istonica contribuisce invece alla funzione immunitaria.
La perdita di TSC1 aumenta l'attivita della via mTOR e I'espressione di ACCH1,
favorendo la lipogenesi a scapito dell’acetilazione istonica. Ne consegue una riduzione
dell’espressione di MHC di classe | e interleuchina 7, con compromissione delle
risposte dei linfociti CD8* e del controllo tumorale nei modelli esaminati'”®. Un ulteriore
collegamento riguarda i neutrofili, gia discussi nel capitolo 6. Nell’epatocarcinoma,
'accumulo di acetil-CoA aumenta 'acetilazione istonica sul promotore di CXCL1 e la

produzione della chemochina, favorendo il reclutamento dei neutrofili e la formazione



delle loro trappole extracellulari (NET). La riduzione dell’acetil-CoA mediante
sovraespressione di ACOT12, il silenziamento di CXCL1 o la degradazione delle NET
contrastano la metastatizzazione nei modelli studiati’®'. L’asse acetil-CoA-CXCL1-
neutrofili rappresenta pertanto una possibile vulnerabilita, ancora da validare sul piano

terapeutico.

7.6 Implicazioni terapeutiche e limiti

La condivisione delle vie metaboliche tra cellule neoplastiche e immunitarie
rende complessa la scelta dei bersagli terapeutici. Ridurre la disponibilita di acetil-CoA
o modificarne l'utilizzo pud ostacolare il tumore, ma anche compromettere le cellule
che dovrebbero eliminarlo. L’inibizione di ACSS2 pud limitare il consumo tumorale di
acetato e favorirne la disponibilita nel microambiente. Tuttavia, nei linfociti lo stesso
enzima sostiene programmi effettori e di memoria: il beneficio dipende quindi
dall'effetto complessivo sulle diverse popolazioni cellulari'”'. Anche ACLY presenta
effetti dipendenti dal contesto. Nelle cellule tumorali, la sua inibizione pud ridurre
I'espressione di PD-L1 e migliorare la risposta al blocco di PD-1""8. Nei linfociti, invece,
ACLY sostiene la risposta all'attivazione’® ma pud contribuire ai programmi di
esaurimento durante la stimolazione cronica.'”' Queste osservazioni non definiscono
ancora una finestra terapeutica clinicamente validata, ma indicano la necessita di
considerare lo stato differenziativo e metabolico dei linfociti. L'inibizione di ACC riduce
la sintesi lipidica e la crescita tumorale in modelli di carcinoma polmonare non a
piccole cellule'’® e pud migliorare la funzione dei linfociti infiltranti.'6® D’altra parte,
ACC1 & necessaria all’espansione linfocitaria in altri contesti.'®® La disponibilita di lipidi
esogeni pud modificare la risposta, ma non & sufficiente, da sola, a prevedere la
sicurezza del trattamento. Infine, l'inibizione di p300/CBP pud contrastare programmi
tumorali in alcuni modelli'””, ma rischia di interferire anche con la regolazione dei geni
effettori nei linfociti. | risultati ottenuti colpendo domini o attivita differenti di queste
proteine non sono automaticamente equivalenti.

Nel complesso, il metabolismo dell’acetil-CoA offre possibili bersagli per
potenziare 'immunita antitumorale. La loro applicazione richiede pero di chiarire quali
cellule colpire, in quale fase della risposta e con quali conseguenze sul sistema
immunitario. La selettivita cellulare, la compensazione metabolica e la validazione

clinica rimangono quindi questioni centrali.



Capitolo 8
Acetil-CoA e resistenza terapeutica

| capitoli precedenti hanno esaminato il coinvolgimento dell’acetil-CoA nella
progressione tumorale. Questo capitolo considera invece il suo contributo alla
resistenza a trattamenti specifici, attraverso la regolazione del riparo del DNA, del
metabolismo lipidico e dei programmi di sopravvivenza cellulare. Le evidenze descritte
delineano possibili bersagli terapeutici, ma derivano prevalentemente da studi

preclinici € non definiscono ancora strategie applicabili nella pratica clinica.

8.1 Acetil-CoA e riparo del DNA: sensibilita agli inibitori di PARP e

radioresistenza mammaria

Le rotture a doppio filamento del DNA possono essere riparate attraverso
diverse vie, tra cui la ricombinazione omologa e il ricongiungimento delle estremita
non omologhe. La prima utilizza una sequenza omologa come stampo ed e attiva
soprattutto nelle fasi S e G2; la seconda opera durante tutto il ciclo cellulare e pud
comportare alterazioni della sequenza. Alla scelta contribuiscono BRCA1 e 53BP1,
che favoriscono rispettivamente la resezione delle estremita e la loro protezione'’8,
L’acetilazione della cromatina influenza il reclutamento di queste proteine'®. In
seguito al danno, ACLY nucleare viene fosforilata sulla serina 455 a valle di ATM e
AKT e sostiene la produzione locale di acetil-CoA. L’'acetilazione istonica risultante
limita 'accumulo di 53BP1 e favorisce il reclutamento di BRCA1 e la ricombinazione
omologa. Nei modelli studiati, il silenziamento di ACLY compromette questa via e
aumenta l'instabilita genomica e la morte cellulare indotte dall’inibitore di PARP
olaparib.'%® || risultato suggerisce una possibile vulnerabilita farmacologica, senza
rendere la perdita di ACLY automaticamente equivalente a una mutazione di BRCA1.
Un secondo esempio riguarda la radioresistenza mammaria. Nei modelli esaminati,
l'acetil-CoA sintetasi mitocondriale ACSS1 sostiene la sopravvivenza dopo
irradiazione, mentre il suo silenziamento aumenta la radiosensibilita. Gli autori
propongono che l'irradiazione favorisca la produzione non enzimatica di acetato
attraverso la reazione tra piruvato e specie reattive dellossigeno; ACSS1 utilizza
quindi I'acetato per produrre acetil-CoA%. L’aumento del pool nucleare si associa a
maggiore acetilazione istonica e al reclutamento dei fattori della ricombinazione

omologa. L’inibizione del trasporto del citrato o di ACLY contrasta questo aumento,



sostenendo il coinvolgimento dellasse mitocondrio—citrato—~ACLY.8* Nelle analisi
retrospettive dello studio, un’elevata espressione di ACSS1 si associa a un minore
beneficio dalla radioterapia. Il dato richiede tuttavia una validazione prospettica: non
consente di classificare rigidamente i sottotipi mammari come radiosensibili o

radioresistenti, né di utilizzare ACSS1 per escludere pazienti dal trattamento.

8.2 Resistenza al cetuximab nel carcinoma squamoso di testa e collo

Il cetuximab & un anticorpo monoclonale diretto contro il recettore del fattore di
crescita epidermico, EGFR. Nei modelli di carcinoma squamoso di testa e collo
esaminati, il trattamento riduce la segnalazione di HIF-1a e la glicolisi, inducendo uno
stress energetico e I'attivazione di AMPK'8. Tra i bersagli di AMPK figura I'acetil-CoA
carbossilasi (ACC), la cui fosforilazione riduce la sintesi degli acidi grassi e puo
favorirne I'ossidazione'®'. Nelle cellule con resistenza acquisita al cetuximab, tuttavia,
'aumento di AMPK e ACC fosforilate si accompagna a una maggiore quantita di ACC
totale, senza un corrispondente incremento dei trascritti. Questa osservazione
suggerisce una regolazione post-trascrizionale, il cui meccanismo resta da chiarire. |l
coinvolgimento di ACC & sostenuto da esperimenti con mutanti non fosforilabili, che
proteggono le cellule dall'inibizione della crescita indotta dal cetuximab. Viceversa, il
silenziamento di ACC aumenta I'apoptosi nelle cellule resistenti. Negli xenotrapianti
murini, I'associazione tra cetuximab e TOFA, un inibitore di ACC, riduce la crescita
tumorale piu dei singoli trattamenti’®. Questi risultati indicano una possibile strategia
di associazione, ma non dimostrano efficacia o sicurezza nelluomo. Anche I'impiego
dell’'espressione di ACC come criterio per selezionare i pazienti richiede validazione.
L’eventuale estensione del meccanismo ad altri farmaci che alterano il metabolismo

tumorale rimane un’ipotesi da verificare.

8.3 ACLY e chemioresistenza nel carcinoma del colon-retto

Nel carcinoma del colon-retto, ACLY ¢& stata collegata alla chemioresistenza
attraverso meccanismi che coinvolgono sia la produzione di acetil-CoA sia le
modificazioni della proteina stessa. Nel primo modello, I'attivita di ACLY sostiene
I'acetilazione degli istoni H3K9 e H4K16 e I'espressione di ABCB1, noto anche come
MDR1, che codifica la glicoproteina P, una pompa di efflusso coinvolta nella resistenza
a diversi farmaci. La sovraespressione di ACLY aumenta MDR1, mentre l'inibizione



dellenzima ne riduce I'espressione. Nei campioni tumorali umani, i livelli delle due
proteine risultano positivamente correlati. Nelle cellule studiate, la sovraespressione
di ACLY si accompagna inoltre a un aumento di circa due volte dell'IC5, del 5-
fluorouracile. Il risultato indica una minore sensibilita al trattamento, ma non dimostra
da solo che essa dipenda dall’espulsione diretta del farmaco attraverso MDR1.
Analogamente, le variazioni dell’acetilazione istonica sostengono un meccanismo di
regolazione trascrizionale, senza dimostrare modificazioni specifiche sul promotore di
ABCBH1, non direttamente analizzate nello studio'®. Il secondo meccanismo riguarda
I'acetilazione di ACLY sulla lisina 978. Nei campioni e nei modelli esaminati, una
minore acetilazione di questo residuo si associa alla chemioresistenza. La sostituzione
della lisina con arginina, che impedisce I'acetilazione, riduce I'apoptosi indotta dal 5-
fluorouracile e favorisce la crescita tumorale'3. La deacetilazione di K978 favorisce
I'accumulo nucleare di ACLY e l'interazione con RBM15, una proteina coinvolta nella
deposizione della modificazione Né-metiladenosina (m°A) sugli RNA. Questo processo
aumenta la modificazione del trascritto di NOXA, ne riduce la stabilita e diminuisce
'espressione della proteina proapoptotica, attenuando la risposta al farmaco. Lo
studio identifica inoltre HDAC2 come deacetilasi coinvolta: contrastarne I'attivita
aumenta [l'acetilazione di K978 e la sensibilita al 5-fluorouracile nei modelli
sperimentali’®. | due esempi mostrano che quantita, attivita e stato di acetilazione di
ACLY non sono aspetti intercambiabili. Non & perd dimostrato che ridurre globalmente
I'acetil-CoA provochi necessariamente la deacetilazione di K978 e attivi I'asse
RBM15-NOXA, compensando la riduzione di MDR1. Questa possibilita richiede
esperimenti specifici € non pud essere dedotta direttamente dal confronto tra i due
studi.

Nel complesso, il metabolismo dell'acetil-CoA contribuisce a diversi
meccanismi di resistenza terapeutica. Le evidenze giustificano ulteriori studi sulle
associazioni farmacologiche e sui possibili biomarcatori, ma il passaggio alla pratica
clinica richiede conferme sull’efficacia, sulla sicurezza e sui criteri di selezione dei

pazienti.



Conclusioni

Le evidenze esaminate mostrano che l'acetil-CoA svolge un ruolo che supera
quello di intermedio del metabolismo energetico. Collegando disponibilita dei nutrienti,
biosintesi lipidica e acetilazione proteica, contribuisce alla regolazione di processi
coinvolti nella crescita tumorale, nell’adattamento al microambiente e nella risposta ai
trattamenti., Un primo elemento emerso €& la flessibilita delle vie di
approvvigionamento. Le cellule neoplastiche possono utilizzare substrati diversi per
produrre acetil-CoA e, in alcuni contesti, compensare l'inibizione di una via attraverso
I'attivazione di percorsi alternativi. Questa plasticita costituisce un possibile ostacolo
terapeutico e rende necessario considerare le caratteristiche metaboliche del singolo
tumore. Inoltre, la concentrazione cellulare totale non descrive necessariamente la
disponibilita del metabolita nei compartimenti in cui viene utilizzato. Un secondo
elemento riguarda la specificita degli effetti dell’acetilazione. Le modifiche istoniche
possono influenzare programmi trascrizionali coinvolti nella proliferazione, nella
plasticita cellulare e nel riparo del DNA; quelle non istoniche possono modificare
attivita, stabilita, localizzazione e interazioni delle proteine. Tuttavia, I'effetto dipende
dal substrato e dal residuo interessato: un aumento dell’acetilazione non corrisponde
quindi necessariamente a un vantaggio per la cellula tumorale, né la sua riduzione
garantisce un beneficio terapeutico. L’analisi del microambiente evidenzia un’ulteriore
complessita. Cellule neoplastiche e cellule immunitarie condividono vie metaboliche e
competono per alcuni nutrienti. Di conseguenza, un intervento capace di ostacolare il
tumore pud compromettere anche la risposta antitumorale, mentre altri interventi
possono potenziarla in condizioni specifiche. La selettivita cellulare, il contesto
metabolico e la possibilita di compensazione devono pertanto essere valutati insieme.
Gli studi sulla resistenza terapeutica indicano che il metabolismo dell’acetil-CoA pud
contribuire al riparo del danno al DNA, alla regolazione dei programmi di
sopravvivenza e all’espressione di proteine associate alla chemioresistenza. Questi
risultati delineano possibili vulnerabilita, ma derivano in larga parte da modelli
preclinici e non definiscono ancora strategie applicabili in modo generalizzato.
Restano da chiarire diversi collegamenti tra produzione locale di acetil-CoA,
modificazioni proteiche ed esiti funzionali, cosi come i criteri per identificare i tumori

maggiormente dipendenti da specifiche vie. Nel complesso, I'acetil-CoA emerge come



un regolatore del fenotipo neoplastico il cui potenziale terapeutico richiede interventi

mirati e una validazione rigorosa dell’efficacia e della sicurezza.
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