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Introduzione

Nell’era della post-genomica e ormai evidente che, oltre all’analisi dell’espressione genica e
proteica, sia necessario caratterizzare il metaboloma, cioé I’insieme di molecole a basso peso
molecolare di un determinato sistema biologico (dalla singola cellula all’intero organismo). Tra
tutte le tecnologie “omiche” la metabolomica é tra le piu recenti ed & considerata quella che
maggiormente definisce il fenotipo, inteso come risultato dell’interazione tra geni e ambiente.
Infatti al centro dello studio del metaboloma vi & il concetto che lo stato metabolico puo
rappresentare al meglio, tra tutte le scienze “omiche”, lo stato globale di un individuo (1-3). In
guesta visione I’espressione genica potrebbe rappresentare lo specchio della natura interna di un
sistema biologico, mentre i metaboliti posti alla fine dei processi metabolici potrebbero
rappresentare I’interazione di altri fattori quali I’alimentazione, I’ambiente e lo stile di vita, i
microrganismi commensali, gli agenti infettivi, I’esposizione a farmaci e/o sostanze tossiche.
Possiamo quindi concludere che la genomica e la proteomica rappresentano le potenzialita di un
sistema biologico, mentre lo studio del metaboloma il suo dinamismo reale (Figura 1).
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Figura 1. Rappresentazione schematica dell’influenza ambientale a livello genomico
(DNA e mRNA), a livello proteomico e metabolomico

Un metabolita viene definito come qualsiasi molecola organica rilevabile nei tessuti e fluidi
biologici con un peso molecolare inferiore a 1.500 Dalton. Sono considerati metaboliti ad esempio
aminoacidi, lipidi, peptidi, oligonucleotidi, zuccheri, nucleosidi, chetoni, aldeidi, farmaci, tossine,
contaminanti intracellulari o secreti. I metaboliti sono parte integrante e unita principali dei
sistemi biologici. La metabolomica e connessa alle altre “omiche” in quanto i metaboliti, quali i
nucleotidi monofosfati (AMP, CMP, GMP, TMP), sono componenti principali del genoma e
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trascrittoma, mentre gli aminoacidi sono componenti principali del proteoma. I metaboliti
svolgono molteplici funzioni come componenti principali delle membrane biologiche,
assicurando quindi la struttura e I’integrita cellulare (lipidi). Inoltre, i metaboliti servono come
substrati per la formazione di energia (zuccheri, aminoacidi, lipidi, ATP), cofattori o come
mediatori della trasduzione di segnali cellulari per tutti i processi studiati da proteomica e
genomica (4).

Metabonomica e metabolomica: la “firma metabolica”

La medicina sin dal passato ha direttamente o indirettamente valutato lo stato metabolico di
un individuo osservando colore, sapore e odori dei fluidi biologici e nell’ultimo secolo, tramite lo
sviluppo di strumenti analitici, misurando i livelli di specifici metaboliti quali ad esempio
glucosio, colesterolo, creatinina.

Dallo sviluppo di tecnologie “omiche” la ricerca potrebbe in futuro avvalersi di analisi piu
complesse in grado di rilevare una “firma metabolica” (definita come I’identificazione di pattern
metabolici o di singoli metaboliti) dello stato di un individuo.

Recentemente in letteratura sono stati coniati due diversi termini per questo tipo di analisi
complesse sul metaboloma: metabonomica e metabolomica. La metabonomica é definita come la
misura quantitativa dei metaboliti presenti in un sistema biologico, o delle alterazioni delle
concentrazioni dei metaboliti in risposta a stimoli fisiopatologici e/o a modificazioni genetiche e
ambientali (5, 6). La metabolomica € invece definita come I’analisi di tutto il profilo
metabolomico nel suo insieme in un dato set di condizioni (7). A tutt’oggi ¢’é ancora un ampio
grado di sovrapposizione nell’utilizzo dei termini e spesso sono usati come sinonimi. Entrambe
la metabonomica e la metabolomica sono complementari e integranti alla genomica e alla
proteomica e altre scienze “omiche” offrendo cosi una visione integrata del sistema biologico in
esame. In questo scenario la metabolomica, identificando specifiche “firme metaboliche”, pud
risultare uno strumento utile per comprendere I’eziologia di una patologia, descrivere con
opportuni parametri la sua evoluzione e consentire quindi di formulare nuove ipotesi
patogenetiche. In particolare, la metabolomica puo:

— fornire marcatori predittivi di prognosi e/o di diagnosi di malattia (8);
— indagare sui meccanismi molecolari specifici delle malattie (9);

— identificare biomarcatori della risposta ai farmaci, fornendo un mezzo efficace per
prevedere la risposta di un soggetto ad uno specifico trattamento (farmacometabolomica)
(10);

— monitorare la risposta alla terapia e le recidive di malattia, come nel caso dei tumori;

— sviluppare nuovi farmaci basati su bersagli molecolari responsabili di alterazioni
metaboliche specifiche (11);

— rappresentare la base per lo sviluppo di nuovi metodi di “imaging” metabolici come la
risonanza magnetica nucleare (Nuclear Magnetic Resonance, NMR), la tomografia a
emissione di positroni (Positron Emission Tomography, PET) e altre tecniche di imaging
molecolare (12).

Grazie a queste potenzialita della metabolomica oggi sono state acquisite nuove conoscenze
sui meccanismi che sono alla base di diverse malattie, tra cui patologie neuropsichiatriche,
malattie cardiovascolari, tumori e diabete.
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Laboratorio della metabolomica

La metabolomica si basa sullo studio sistematico di una serie completa di metaboliti in un
campione biologico di qualsiasi natura (urine, sangue, tessuti, cellule, pus, liquido amniotico, feci
ecc.). Come per ogni determinazione analitica le procedure devono essere standardizzate e
riproducibili (13-15). Un aspetto cruciale nelle analisi metabolomiche e rappresentato dalle fasi
preanalitiche e analitiche, fasi in cui il campione biologico deve essere opportunamente
conservato e processato al fine di evitare processi degradativi endogeni in quanto I’attivita
enzimatica puo perdurare oltre il momento della raccolta del campione. Il metabolismo di ciascun
campione deve essere ridotto o spento tramite utilizzo di solventi organici o congelamento. Inoltre
la contaminazione di macromolecole (DNA e proteine) pud essere evitata tramite tecniche di
frazionamento. La scelta del campione dipende dal quesito biologico. Negli studi di coorte su
larga scala sono maggiormente utilizzati i biofluidi (ad esempio, il siero, plasma, urine, saliva,
feci) a causa della loro relativa facilita di raccolta, preparazione e stoccaggio. La saliva
rappresenta la scelta di elezione per lo studio delle malattie del cavo orale, le feci per il
microbioma, e I’urina per le malattie renali e studi tossicologici, mentre generalmente siero o
plasma sono utilizzati per lo studio di malattie cardiovascolari e per studi di farmacocinetica.

Le analisi metabolomiche si possono suddividere in due fasi sequenziali principali:

1) una fase sperimentale, basata su analisi effettuate con i metodi spettroscopici;

2) I’analisi dei dati e la loro interpretazione (inclusa la consultazione di apposite banche dati).

I principali metodi spettroscopici sono: la spettroscopia NMR e la spettrometria di massa
(Mass Spectrometry, MS) (16, 17).

La spettroscopia NMR & una tecnica non invasiva (applicabile anche al paziente), non
distruttiva, poco sensibile (sensibile fino a concentrazioni micromolari, M), non selettiva (si
osservano tutte le molecole possedenti il nucleo di osservazione) e multinucleare. E una tecnica
analitica quantitativa, secondo la quale I’intensita del segnale & proporzionale alla concentrazione
del metabolita (18).

La spettrometria MS & la tecnica maggiormente utilizzata per le analisi metabolomiche. E una
tecnica molto piu sensibile rispetto alla spettroscopia NMR (capace di misurare concentrazioni
fentomolari, fM). Gli analiti possono ionizzarsi diventando carichi di segno positivo o negativo e
gli ioni sono separati secondo il rapporto massa/carica (m/z). Spesso questa tecnica € associata a
metodi di separazione cromatografica come la gascromatografia associata alla spettrometria di
massa (GC-MS) e la cromatografia liquida associata alla spettrometria di massa (LC-MS) (19).

Analogamente a quanto avviene per altre scienze omiche anche nella metabolomica si genera
un’enorme quantita di dati, per cui I’analisi bioinformatica e statistica sono parti cruciali per
elaborare le informazioni. In questo modo si creano dei modelli multidimensionali in grado di
interpretare le interazioni all’interno del sistema e tra i vari sistemi in studio (20). Inoltre I’analisi
metabolomica puod focalizzarsi sull’analisi qualitativa e quantitativa di un singolo analita
(targeted analysis), e/o un gruppo di metaboliti appartenenti ad una specifica via metabolica
(metabolite profiling). Oltre a queste analisi generalmente ipotesi-guidate, la metabolomica valuta
il maggior numero possibile di metaboliti per I’identificazione di una “firma metabolica”
associata ad una determinata condizione fisiopatologica. Una volta identificato il pattern
specifico, si procede con I’identificazione strutturale dei metaboliti rilevanti (cioe caratteristici di
guella particolare condizione fisiopatologica) e quindi I’individuazione di un possibile marcatore
biologico. Tra i pit grandi vantaggi di questo tipo di approccio a priori hon guidato da ipotesi vi
e la possibilita di identificare marcatori biologici inattesi se non addirittura sconosciuti, che
potrebbero rappresentare la base per lo sviluppo di nuovi bersagli molecolari per nuove terapie.
Le tecniche di analisi statistica multivariata maggiormente utilizzate per la metabolomica si
dividono in metodi che utilizzano dei modelli non noti a priori (unsupervised) che forniscono una
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visione oggettiva dell’informazione e metodi che utilizzano dei modelli noti a priori (supervised)
che guidano I’analisi.

La metabolomica & una tecnologia complessa e richiede non solo tecnologie analitiche
avanzate, ma la stretta collaborazione di esperti nel campo analitico, bioinformatico e statistico.
Nonostante I’individuazione e pubblicazione di 7900 molecole su Human Metabolome DataBase
(HMDB, I’unico database ufficiale del metaboloma umano), I’intero metaboloma non é stato
ancora mappato completamente e non si conosce ancora il numero esatto dei suoi componenti
(21).

Metabolomica nellaricerca oncologica

Le applicazioni della metabolomica nella medicina sono numerose, a partire dagli studi di
screening neonatali per I’individuazione di disordini metabolici sino a patologie legate
all’invecchiamento. Un campo molto promettente di applicazione della metabolomica é la ricerca
oncologica. La metabolomica si sta rivelando molto utile sia nella diagnosi che nella
identificazione di nuovi bersagli molecolari per le terapie biologiche.

Il cancro € una delle malattie piu devastanti e con una elevata mortalita. Numerosi studi hanno
evidenziato che i tessuti e in particolare le cellule tumorali presentano un metabolismo alterato
rispetto alla corrispondente parte non tumorale. In particolare in molti tumori ¢ stata osservata
una riprogrammazione metabolica, tale da permettere alle cellule tumorali un utilizzo flessibile di
vie metaboliche alternative a seconda delle loro esigenze (22-24). La dipendenza delle cellule
tumorali dal glucosio € nota gia dagli inizi del 20° secolo dagli studi di Warburg, in cui era stato
osservato che le cellule tumorali utilizzano maggiormente il metabolismo anaerobico come fonte
energetica (glicolisi) anche in presenza di livelli fisiologici di ossigeno (22). Oltre al glucosio, la
glutammina e gli amminoacidi non essenziali, come serina, prolina e arginina svolgono un ruolo
importante nella crescita tumorale. Inoltre, vi sono tumori portatori di mutazioni in geni che
codificano enzimi metabolici, i cui prodotti, denominati “oncometaboliti”, possono raggiungere
livelli elevati come il 2-idrossiglutarato nel glioma, e sulla base di questi, determinare una
differente prognosi (25-27).

La metabolomica in campo oncologico &€ molto utile nella identificazione di nuovi
biomarcatori, di traccianti metabolici e di bersagli molecolari. Ad esempio, la sarcosina, derivato
N-metilico della glicina, & stata proposta come un possibile biomarcatore precoce per i tumori pit
aggressivi della prostata (28). Inoltre, sono stati sviluppati traccianti di nuova generazione per
PET quali 18-fluoro-(F)-timidina, 11-Carbonio-(C)-acetato, 11C-metionina e 18F-colina, oltre al
pit utilizzato 18F-deossiglucosio (29). Alcuni farmaci antitumorali sono noti come farmaci
antimetaboliti (anti-purine, anti-pirimidine e antagonisti dell’acido folico), che bloccano il
metabolismo degli acidi nucleici (DNA e RNA), e sono utilizzati da anni nelle terapie
oncologiche.

Nuove strategie antitumorali possono sfruttare bersagli molecolari che interferiscono con la
disponibilita di specifici metaboliti per esempio con I’uso della lonidamina (un farmaco in grado
di ridurre la glicolisi) o con il riposizionamento di farmaci non tumorali in nuovi protocolli anti
tumorali per esempio le statine e la metformina (utilizzati, rispettivamente, contro il metabolismo
dei lipidi e del glucosio in patologie non tumorali).

Nell’ambito dei biomarcatori, alterazioni specifiche dei profili metabolici di derivati acquosi
del ciclo della fosfatidilcolina (PtdCho), rivelate con tecniche di imaging molecolare in vitro e in
vivo, potrebbero rappresentare nuovi marcatori di diagnosi, prognosi e predizione della risposta a
trattamenti antitumorali (30, 31). A tale proposito, il nostro gruppo presso I’Istituto Superiore di
Sanita ha partecipato attivamente a questo percorso di ricerca traslazionale dalla cellula al
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paziente, con studi di imaging molecolare e cellulare principalmente focalizzati al ciclo della
PtdCho e al ruolo funzionale di enzimi in esso coinvolti in modelli di carcinoma dell’ovaio. |
risultati ottenuti hanno evidenziato un alterato metabolismo della PtdCho durante la progressione
tumorale del carcinoma ovarico, in linee cellulari cresciute sia in vitro che in ascite di topo in vivo
(32-35). In particolare é stato osservato un accumulo di metaboliti acquosi contenenti colina
(tCho, dovuti principalmente ad un aumento di fosfocolina, PCho) in linee umane di carcinoma
ovarico a confronto con cellule epiteliali non tumorali della superficie dell’ovaio. Le cause
molecolari dell’accumulo di PCho nelle cellule di carcinoma ovarico sono dovute principalmente
ad un’attivazione delle vie cataboliche del ciclo della PtdCho (fosfolipasi C), insieme alla via di
sintesi mediata dalla colina chinasi. L’inibizione della colina chinasi e di fosfolipasi C specifica
per PtdCho hanno determinato una riduzione della crescita tumorale in vitro e in vivo in modelli
sperimentali (32-36). Inoltre I’'uso di approcci multidisciplinari che comprendono metodi di
imaging e spettroscopia mediante NMR (imaging, MRI e magnetic resonance spectroscopy,
MRS) in vivo su modelli preclinici idonei hanno contribuito alla comprensione dei meccanismi
molecolari di progressione tumorale e di risposta alla terapia (34, 35). Questi risultati hanno
fornito le basi per uno studio pilota presso il Policlinico San Donato di Milano in cui il segnale
dei metaboliti contenenti colina ha permesso di discriminare con altissima sensibilita e specificita
le pazienti affette da carcinoma dell’ovaio rispetto a donne non affette (37, 38). Queste evidenze
potrebbero fornire le basi sia per lo sviluppo di metodi clinici non invasivi per la diagnosi e il
follow-up della risposta a trattamenti farmacologici che per la possibile progettazione futura di
terapie antitumorali basate su nuovi target metabolici per questa neoplasia.

Conclusioni

La metabolomica, anche se relativamente giovane, risulta di interesse emergente nella ricerca
preclinica e clinica. Ci sono ancora limiti a diversi livelli. Non vi € ancora un approccio
tecnologico in grado di misurare simultaneamente I’intero metaboloma. Vi sono ancora limiti
nella standardizzazione dei protocolli quantitativi (dalla raccolta e conservazione del campione al
suo frazionamento e analisi) rendendo complessi la comparazione di studi indipendenti.
Nonostante si sia avviato un progetto sull’identificazione dell’intero metaboloma umano
chiamato human metabolome sono necessari ancora molti studi per I’integrazione di una banca
dati dei metaboliti. Inoltre, I’analisi bioinformatica, I’interpretazione dei dati e la traduzione dei
risultati in un significato biologicamente utile richiede approcci di validazione funzionale e studi
clinici a lungo termine.

Nonostante questi limiti la metabolomica, pero, ha permesso di identificare alcuni possibili
biomarcatori, di comprendere meccanismi molecolari, individuare nuovi bersagli molecolari, e
sviluppare traccianti metabolici per studi di imaging funzionale. Cosi, nonostante i numerosi
ostacoli, il crescente utilizzo della metabolomica nella ricerca clinica potrebbe presto trasformare
guesta tecnologia innovativa in uno dei piu potenti strumenti per I’identificazione, il monitoraggio
e il trattamento di numerose patologie.
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