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MECCANISMI DI MALATTIA

LATEROSCLEROSI € (ANCHE)
UNA MALATTIA EPIGENETICA

Atherosclerosis is (also)

an epigenetic disease
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SUMMARY

Atherosclerosis is a chronic inflammatory disease that leads to acute cardiovascular events. Despite
the efforts to characterize the underlying mechanisms, understanding its complex pathogenesis
remains a crucial point for the prevention of cardiovascular diseases (CVDs), still leading cause of
mortality worldwide. The crucial role of epigenetic changes in controlling gene expression has been
demonstrated in several diseases, such as cancer and inflammatory disorders. Over the last decade,
overwhelming evidence support the implication of epigenetic processes (such as DNA methylation,
histone modifications and non-coding RNAs) in the development, progression and vulnerability of
plaque. Altogether these studies highlight the potential application of epigenetic drugs for the treat-

ment of atherosclerosis.
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Introduzione

Lo sviluppo e la rottura delle placche
intimali (ateromi) nelle arterie di medio e
grosso calibro sono correlati con I'insor-
genza delle patologie coronarica e cere-
brovascolare e rappresenta la principale
causa di morbilita e mortalita in tutto il
mondo (43, 44, 54). E ormai assodato che
I'aterosclerosi € una malattia infiamma-
toria cronica (32, 45). L’alterazione della
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permeabilita endoteliale favorisce I'accu-
mulo di lipidi ossidati nella tonaca intima
che richiama in quella sede macrofagi ed
altre cellule che attivano una risposta in-
fiammatoria cronica che influenza la cre-
scita e I'evoluzione delle placche (52). La
comprensione dei meccanismi che regola-
no comparsa ed evoluzione dell’ateroma ¢
cruciale per lo sviluppo di nuove strategie
terapeutiche (33). In questo ambito, € inte-
ressante notare come un numero crescen-
te di studi stia dimostrando il coinvolgi-
mento di meccanismi epigenetici nella pa-
togenesi dell’ aterosclerosi (28, 38, 56, 62).

Lepigenetica € una branca della biolo-
gia molecolare che studia le modificazio-
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ni dell’espressione genica dipendenti da
eventi che non modificano il patrimonio
genomico individuale in maniera perma-
nente. Essa € coinvolta nella regolazione
di molti processi cellulari come I'inattiva-
zione del cromosoma X nei mammiferi
euteriani e nei marsupiali, nel differenzia-
mento cellulare e nel silenziamento dei
transposoni (11, 16). I meccanismi epige-
netici responsabili della regolazione dell’e-
spressione genica sono la metilazione del
DNA, la metilazione ed acetilazione degli
istoni, e gli RNA non codificanti. Nell'uo-
mo, sono stati identificati un centinaio di
geni sottoposti ad imprinting genomico (5).
Questo viene prima cancellato nelle cellule
germinali, e poi ristabilito principalmente
in base al sesso dell'individuo (5). E inte-
ressante notare come i fenomeni epigene-
tici possano essere attivati in risposta a sti-
moli ambientali, nutrizionali o cronologici,
come ritmo circadiano ed invecchiamento.
Infine, i meccanismi epigenetici possono
causare anche l'insorgenza di malattie ge-
netiche come la Sindrome di Prader-Willi
oppure la Sindrome di Angelman (19, 27).
Quindi, I'epigenetica permette di adattare
la risposta cellulare agli eventi fisiologici
in maniere dinamica e reversibile, apren-
do la possibilita di identificare farmaci o
trattamenti per modificarli. Un numero
crescente di ricerche suffraga l'ipotesi che
questi processi epigenetici siano coinvolti
nellinizio e nella progressione dell’atero-
sclerosi. Inoltre, i processi epigenetici, in
particolare la modificazione del DNA e de-
gli istoni, hanno specifici “writers” (“scrit-
tori”, che introducono segni epigenetici),
ed “erasers” (“gomme per cancellare”, che
rimuovono i segni epigenetici) che modu-
lano I'espressione genica. Poiché i proces-
si epigenetici sono dinamici e reversibili,
rappresentano una nuova frontiera di ber-
sagli terapeutici anche per il trattamento
dell’aterosclerosi (Figura 1).

Meccanismi epigenetici
nell’'aterosclerosi

Il complesso DNA ed istoni (H2A, H2B,
H2B, H3 e H4) forma la cromatina, che ¢
I'unita di base critica per la trascrizione/
silenziamento genico, la trasduzione del
segnale, la riparazione del DNA, la repli-
cazione del DNA (30). La cromatina puo
subire un processo di rimodellamento
passando da uno stato di condensazione
molto compatto (eterocromatina) ad uno
stato di conformazione aperta (eucromati-
na), permettendo ai fattori di trascrizione
nucleare oppure alle proteine di accedere
al DNA e quindi di alterare I'espressione
genica (30). Le modificazioni della cro-
matina, come la metilazione del DNA e la
modificazione degli istoni, sono comuni
nelle cellule dei mammiferi. La metilazio-
ne del DNA é un evento epigenetico che
trasferisce covalentemente un gruppo
metilico alle citosine, principalmente sul
sito del dinucleotide CpG, causando la
repressione trascrizionale. Al contrario,
I'ipometilazione del DNA € comunemente
osservata nei corpi genici e nelle regioni
potenzianti dei geni con trascrizione attiva
(28). La modificazione istonica € un altro
meccanismo importante di modificazione
dello stato della cromatina che regola I'e-
spressione genica a seconda degli effetti
equilibrati di “scrittori” e “gomme” epige-
netici (28). Studi recenti suggeriscono che
la metilazione del DNA e le modificazioni
istoniche (in particolare, metilazione ed
acetilazione) giocano un ruolo importante
nello sviluppo di varie forme di malattie
cardiovascolari (18).

E ormai stato assodato che stimoli pa-
tologici e fattori di rischio multipli contri-
buiscono alla complessita dell’ateroscle-
rosi (Figura 1). Questi fattori includono i
classici fattori di rischio cardiovascolare
(iperlipidemia, iperglicemia, iperomoci-
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Figura | - Meccanismi e bersagli epigenetici nell’aterosclerosi. I meccanismi epigenetici, come la metila-
zione del DNA, la metilazione degli istoni e I'acetilazione degli istoni, sono coinvolti nello sviluppo dell’ate-
rosclerosi. Altre forme di modificazioni degli istoni, come fosforilazione, SUMOQilazione, ubiquitinazione, e
ADP-ribosilazione, cosi come RNA non codificanti non sono descritti in questa figura. Molteplici stimoli fi-
siologici, patologici e fattori di rischio (alterazione delle forze emodinamiche, i fattori di rischio cardiovasco-
lare, fumo di sigaretta, fattori alimentari, ambientali, e 'invecchiamento) sono noti regolatori epigenetici che
contribuiscono allo sviluppo dell’aterosclerosi. Le modificazioni del DNA e degli istoni vengono esercitate
attraverso gli effetti combinati di specifici “writers” (scrittori) ed “erasers” (gomme) dei marcatori epigene-
tici. Azioni combinate dei writers ed erasers epigenetici determinano lo stato di “apertura” (eucromatina) o
“chiusura” (eterocromatina) della cromatina ed il risultato finale dell’espressione genica.

Nelle cellule endoteliali vascolari, I'alterazione del flusso sanguigno laminare e le lipoproteine ossidate a
bassa densita (0xLLDL) regolano le metiltransferasi del DNA (DNMTs) e le deacetilasi dell'istone (HDACs),
che poi reprimono I'espressione dei fattori trascrizionali KLF4 e KLF2.

11 Lipopolisaccaride (LPS) induce nei macrofagi I'espressione del gene KDM6B, che poi stimola la produ-
zione di diverse citochine. Inoltre, le HDAC hanno molteplici ruoli nel controllo dell'infiammazione macro-
fagica. La regolazione della proliferazione vascolare delle cellule muscolari lisce € controllata dalle HDACs.
In seguito all’esposizione ad agenti mitogeni, i livelli di HDAC si elevano e stimolano la proliferazione au-
mentando i livelli di Cyclin D1 e diminuendo i livelli di P21.

Abbreviazioni: CV, cardiovascolare; DNAme, metilazione del DNA; DNMT, metiltransferasi del DNA; EZH2, Enhancer of
zeste homolog 2; H3K4me3, istone 3 lisina 4 trimetilazione; H3K9me3, istone 3 lisina 9 trimetilazione; H3K27me3, istone
3 lisina 27 trimetilazione; HATS, istone acetiltransferasi; HDAC, istone deacetilasi; H3/H4KAc, istone 3 e istone 4 lisina
acetilazione; KDM6B, Lysine Demetilasi 6B; Me3, trimetilazione; SIRT, sirtuin; TET2, Ten-Eleven Translocation 2.
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steinemia e stress psicologico), alterazioni
emodinamiche, e poi fattori ambientali tra
cui spiccano il fumo di sigaretta, alimenta-
zione e microbiota intestinale (13, 26, 53).
Tra questi, ad esempio, il fumo ha un forte
effetto sulla metilazione del DNA su scala
genomica, anche dopo l'eventuale cessa-
zione del fumo (7, 15, 40). La metilazione
del DNA é catalizzata dalla metiltransfe-
rasi del DNA 1 (DNMT1), 3a (DNMT3a)
e 3b (DNMT3b), ed e contrastata dalle
diossigenasi della metil-citosina appar-
tenenti alla famiglia TET (Ten-Eleven-
Translocation, TET1, 2 e 3). Il ruolo della
metilazione del DNA nell’aterosclerosi
mediato dalle DNMT1 e DNMT3a é stato
confermato a piu riprese (1, 17, 23). Studi
in vitro suggeriscono che la metilazione
del DNA é regolata da vie di segnalazione
attivate dall'infiammazione (Figura 1). Ad
esempio, I'esposizione delle cellule endo-
teliali HUVEC a stimoli proinfiammatori,
come le LDL ossidate (oxLDL), causa un
aumento dei livelli della proteina DNMT1
ed é associato alla metilazione del promo-
tore del gene Kriippel-like factor 2 (KLF2)
(31, 41, 60). Questo gene appartiene ad
una famiglia di fattori trascrizionali antin-
fiammatori, e la sua repressione favorisce
I'infiammazione endoteliale pro-aterogena
(31, 60). Leffetto delle oxLLDL sulla meti-
lazione del gene KLF2 potrebbe essere
invertito trattando le cellule endotelia-
li con 5-azacitidina (5-AZA), un analogo
chimico della citosina che blocca T'attivita
delle DNA-metiltransferasi. Inoltre, & stato
dimostrato che T'alterazione del flusso la-
minare puo modificare la metilazione del
DNA sortendo un possibile effetto pro-ate-
rogeno. Infatti, riproducendo le alterazioni
del flusso laminare su cellule endoteliali in
coltura, si € osservato un incremento dei
livelli di DNMT1 e DNMT3A e, di conse-
guenza, ipermetilazione del loro genoma
(25, 65). In particolare, la sovraespressio-

ne di DNMT3A ¢ stata associata all'iper-
metilazione del promotore del gene KLF4
ed a un aumento dell'infiammazione vasco-
lare (25) (Figura 1). Inoltre, € stata osser-
vata ipermetilazione globale del DNA nei
linfociti periferici dei pazienti affetti da ma-
lattie cardiovascolari ed e stata associata
alla promozione dell’attivita infiammatoria
dell\e cellule immunitarie innate (48, 49).
E stato osservato che iniezioni intrape-
ritoneali di 5-AZA hanno ridotto il carico di
lesioni aterosclerotiche in modelli murini
knockout per il recettore delle LDL (Ldlr
-/-) (6). Pertanto, il targeting delle vie di
metilazione del DNA puo rappresentare
una strada promettente per la terapia dell’
aterosclerosi, similmente a quanto si sta
verificando per il trattamento di alcune
forme di leucemia con agenti ipometilanti
(2,47) (Tabella 1). Tuttavia, sono necessa-
ri ulteriori lavori per caratterizzare meglio
le alterazioni della metilazione del DNA
potenzialmente correlate con la patogene-
si dell’aterosclerosi e per capire se il tratta-
mento con gli inibitori della DNMT abbia
effetti diversi in fasi distinte della malattia.
D’altra parte, ci sono studi che suffragano
I'ipotesi che 'enzima TET2 abbia un ruolo
protettivo verso lo sviluppo di ateroscle-
rosi, contrastando l'infiammazione attra-
verso la repressione dell’espressione del-
le citochine proinfiammatorie (14, 22). E
interessante notare come il blocco dell’e-
spressione nella linea ematopoietica o
mieloide-specifica della proteina TET2 sia
associato con un aggravamento dell'insuf-
ficienza cardiaca, attraverso lattivazione
della via di trasduzione del segnale dipen-
dente da NLRP3 (46). Inoltre, uno studio
recente su un modello di topi carenti di
apolipoproteina E (ApoE-/-) ha conferma-
to che la sovraespressione di TET2 contra-
sta lo sviluppo dell’aterosclerosi (mentre
il suo silenziamento la favorisce), attra-
verso la modulazione dell’autofagocitosi
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Beclinl-dipendente (42). Questi risultati
hanno suggerito che anche TET2 possa
rappresentare un obiettivo per il tratta-
mento dell’aterosclerosi. Tuttavia, € anche
interessante notare come studi recenti
non abbiano trovato prove di associazione
tra 'emopoiesi clonale indotta da TET2/
DNMT3A con malattie cardiovascolari. Va
pero considerato che sia 'emopoiesi clo-
nale che le malattie cardiovascolari sono
condizioni che si associano in maniera
importante con I'esposizione al fumo (non
sempre considerata negli studi finora pub-

blicati) e sono fortemente correlate all’eta
(21, 66). 11 processo di invecchiamento di
un individuo non rispecchia unicamente
gli anni trascorsi: anche la dieta, lo stile di
vita, 'ambiente e la genetica giocano ruoli
importanti. Sulla base di queste considera-
zioni, questi risultati devono essere inter-
pretati con la dovuta cautela in quanto il
numero di individui esaminati era esiguo.

Un secondo importante meccanismo
epigenetico € rappresentato dalle modi-
ficazioni istoniche (metilazione e acetila-
zione), che risentono, tra l'altro, del tipo

Tabella | - Farmaci epigenetici ed applicazioni cliniche attuali.

Classe Composto Malattia e Fase Clinical Trial
Inibitori DNA metiltransferasi
(DNMT)
Analoghi Nucleosidici | Azacytidine AML, MDS\,CMML, Tumori solidi'
Decitabine AML, MDSf,CMML', Tumori solidi'
Guadecitabine AML', MDS'
(SGI-110)
Thio-2’-deoxycytidine | Tumori solidi'
(TdCyd)
Analoghi Hydralazine Ipertensionef, Tumori polmonari!, Rene
Non-Nucleosidici policisticol
MG98 Tumori solidit
Inibitori Istone Deacetilasi Vorinostat (SAHA) CTCLf

(HDACI)

Neimann-Pick disease""

Sarcomi dei Tessuti Molli (STM)"

Valproate ToxoplasmosiV, schizofrenia,
Glycogen storage disease tipo V!, CLL",
Metastasi cerebrali
Romidepsin CTCL, Tumori solidif, Linfomi'
Inibitori Metilazione Istonica EPZ-5676 Leucemia!
AML', ALL'
Inibitori del Bromodominio JQ1 Tumori: polmone, seno, prostata,
(BET) colon, fegato
RVX208 Diabete', Aterosclerosi', Coronaropatie!,

Dislipedime"!, Malattie cardiovascolari!

Abbreviazioni: f, FDA approved; |, Fasel; I, Fase II; lll, Fase lll; IV, Fase IV, AML, acute myeloid leukemia; MDS, myelodysplastic syndromes;
CMML, chronic myelomonocytic leukemia; CTCL, cutaneous T cell ymphoma; CLL, chronic lymphocytic leukemia; MLL, mixed lineage leukemia.
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cellulare (24). La di-metilazione dell’istone
H3 sulla lisina 9 (H3K9me?2) e la tri-meti-
lazione sulla lisina 27 (H3K27me3) sono
segni epigenetici di silenziamento, cau-
sando la formazione di eterocromatina. Al
contrario, l'acetilazione dell’istone H4 sul-
la Lisina 16 (H4K16ac) e la trimetilazione
dellistone H3 sulla Lisina 4 (H3K4me3)
favoriscono la formazione dell’eucromati-
na, ed attivano la trascrizione genica (50,
51, 63). Il ruolo delle acetiltransferasi e
delle deacetilasi istoniche (HDAC, com-
prese le sirtuine) nell’aterosclerosi € stato
oggetto di studi recenti (64). Sembra che
il gene EZH2, coinvolto nella patogenesi
delle mielodisplasie, giochi un ruolo im-
portante anche nell’aterosclerosi. Infatti,
la sovraespressione di questo gene in topi
ApoE-/- favorisce lo sviluppo dell’atero-
sclerosi. I1 meccanismo € associato alla
promozione della metilazione del gene
trasportatore ATP-binding cassette Al
(ABCA1) DNMT1-dipendente, che favori-
sce I'accumulo di colesterolo nei macrofa-
gi, promuovendo la formazione di cellule
schiumose (35, 57).

Pertanto, considerando la disponibilita
di diversi inibitori specifici del’EZH2 in
studi clinici per potenziali terapie antitu-
morali (29), sara interessante verificare se
questi inibitori del’EZH2 possano conferi-
re protezione nei confronti dell’ateroscle-
rosi nei modelli animali disponibili.

Infine, miRNA e RNA lunghi non codi-
ficanti (IncRNA) stanno emergendo come
importanti regolatori epigenetici alla base
delle malattie cardiovascolari: I miRNA
sono coinvolti sia nella metilazione del
DNA che in diverse modificazioni degli
istoni (37). Diversi studi hanno dimostrato
che gli IncRNA coordinano molti processi
regolatori epigenetici che includono mo-
dificazioni della cromatina, la metilazione
del DNA, la stabilita del'mRNA e di altri
RNA non codificanti (3, 4, 34, 55, 58), po-

tenzialmente associati con la patogenesi
dell’aterosclerosi (12). Va sempre tenuto
in considerazione che i meccanismi epi-
genetici non sono indipendenti, ma si in-
fluenzano reciprocamente e regolano co-
operativamente I'espressione genica nelle
cellule vascolari (9, 36).

Potenziale terapeutico
cardiovascolare dei farmaci
epigenetici

11 coinvolgimento dei meccanismi epi-
genetici dell’aterosclerosi suggerisce la
possibilita di impiegare i farmaci epige-
netici attualmente disponibili (o svilup-
parne di nuovi) per il trattamento dei vari
stadi dell’aterosclerosi. Alcuni di questi
farmaci epigenetici sono gia ampiamen-
te utilizzati nella terapia del cancro o in
studi clinici correlati al cancro, come gli
inibitori HDAC, i composti che attivano la
sirtuina (come il resveratrolo), gli inibitori
della metilazione del DNA (come l'azaci-
tidina ed i suoi analoghi nucleosidici), e
gli inibitori della metilazione degli istoni
(come gli inibitori del’EZH2) (Tabella 1).
Tra questi farmaci epigenetici, gli inibito-

Tabella 2 - Farmaci epigenetici che
contrastano lI'aterosclerosi.

Farmaco Categoria Epigenetica

Vitamina C Attivatore TET2

Azacitidina Inibitore DNMT

Statine Inibitore EZH2

SAHA Inibitore HDAC

Quercetina Inibitore DNMT

Curcumina Modulatore ad ampio spettro
EGCG Inibitore DNMT

Resveratrolo Attivatore SIRT1

Abbreviazioni: DNMT, DNA methyltransferase; EGCG,
epigallocatechin gallate; EZH2, enhancer of zeste homolog
2; HDAC, histone deacetylase; SAHA, suberoylanilide
hydroxamic acid; SIRTT, sirtuin 1; TET2, Tet-methylcytosine
dioxygenase 2.
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ri HDAC (come l'acido idrossimico sube-
roilanilide), la decitabina, ed altri hanno
gia dimostrato la loro efficacia preclinica
nell’attenuare I'aterosclerosi sperimentale
(10,39,59). Tuttavia, bisogna tenere conto
che alcuni di questi farmaci (come l'aza-
citidina) possono avere effetti tossici sul
lungo termine, per cui andra valutata la
posologia per il trattamento di una malat-
tia cronica come l'aterosclerosi.

Alcuni integratori nutrizionali/fitochi-
mici antiaterosclerotici (come il resvera-
trolo, la curcumina e l'epigallocatechina
gallato) si sono dimostrati promettenti nel-
la modulazione degli enzimi epigenetici
nelle cellule vascolari e nell’aterosclerosi
(8). E stato dimostrato che le statine ridu-
cono I'espressione di EZH2 nelle cellule tu-
morali (20). Inoltre, € stato segnalato che
la vitamina C promuove la demetilazione
del DNA mediata da TET (61) (Tabella 2).

In conclusione, bisogna ricordare che
i diversi tipi di cellule vascolari esprimo-
no in modo diverso le varie isoforme di
enzimi “writers” ed “erasers” e che la
funzione dell'isoforma specifica puo va-
riare a seconda del tipo di cellule. Quindi,
I'eventuale trattamento dell’aterosclerosi
con farmaci epigenetici dovra tener conto
anche dellisoforma dell’enzima specifico,
nel tipo specifico di cellula endoteliale.

RIASSUNTO

Conclusioni

Considerando che la metilazione del
DNA appare frequentemente in sinergia
con la modificazione degli istoni, e che le
modifiche epigenetiche sono dipendenti
da eventi ambientali, nutrizionali e sono le-
gate anche all'invecchiamento, la caratte-
rizzazione del ruolo dell’epigenetica nella
patogenesi della aterosclerosi € ancora un
processo difficile da realizzare. Fortunata-
mente, i progressi tecnici negli approcci
di biologia dei sistemi come il sequenzia-
mento totale del’RNA (RNA-seq), RNA-
seq a cellule singole, ChIP-seq ed il profilo
di metilazione del DNA permetteranno di
accumulare ulteriori informazioni e stru-
menti preziosi per comprendere meglio le
alterazioni epigenetiche nell’aterosclerosi.

Alla luce del coinvolgimento dei mec-
canismi epigenetici in tutte gli stadi dell’a-
terosclerosi, possiamo prevedere che
lera della terapia epigenetica per questa
malattia non e troppo lontana. Sara possi-
bile identificare terapie per I'aterosclerosi
alternative o complementari a quelle esi-
stenti. Pertanto, possiamo prevedere che,
nei prossimi anni, un numero crescente
di farmaci epigenetici sara riproposto o
sviluppato per il trattamento dell’atero-
sclerosi.

Laterosclerosi € una malattia infiammatoria cronica che porta ad eventi cardiovascolari acuti. Nono-
stante gli sforzi per caratterizzare i meccanismi coinvolti, la comprensione della sua complessa pato-
genesi rimane alla base della prevenzione delle malattie cardiovascolari (CVD), che restano la prin-
cipale causa di mortalita a livello mondiale. Il ruolo critico dei cambiamenti epigenetici nel controllo
dell’espressione genica ¢ stato dimostrato in diverse patologie, come cancro e malattie infiammatorie.
Nell’ultimo decennio, si stanno accumulando numerose evidenze relative al coinvolgimento di processi
epigenetici come la metilazione del DNA, le modifiche istoniche e gli RNA non codificanti nello svi-
luppo, progressione e vulnerabilita della placca, evidenziando la possibilita di sviluppare e impiegare

farmaci epigenetici per le terapie cardiovascolari.

Parole chiave: Aterosclerosi, infiammazione, epigenetica, metilazione del DNA, modifica degli istoni,

farmaci epigenetici.
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