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SUMMARY

Atherosclerosis is a chronic inflammatory disease of the arterial wall triggered by pro-inflammatory factors and
lipoproteins accumulation. Despite the increasing number of medical treatments, this disease is still a leading
cause of mortality worldwide. Thus, the molecular mechanisms of the atherogenic process are under investigation
with the aim to identify key molecules allowing for its early diagnosis or the development of novel therapeutic
strategies. In this context, long non-coding RNAs (IncRNAs) have caught the attention, even if their role in the
development and progression of atherosclerosis requires additional studies. LncRNAs are a class of non-coding
RNA, long about 200 bp, and involved in the pathogenesis of an increasing number of diseases. They are regulatory
molecules that can act as miRNA sponge, or can interact directly with mRNA, chromatin and proteins. In the last
decade, several studies have been carried out with the aim to identify the IncRNAs involved in the atherogenic
process and also to explain the molecular mechanisms through which IncRNAs may induce plaque formation
and atherosclerosis. Additionally, several IncRNAs were also found in plasma from atherosclerotic patients thus
suggesting their irrefutable role as diagnostic and prognostic biomarkers of atherosclerosis. In this review, we
aimed to better clarify the role of IncRNAs in the development of atherosclerotic plaque and also the advantages
of their use as circulating biomarkers.
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Introduzione

Le malattie cardiovascolari (CVD) costituisco-
no un gruppo eterogeneo di patologie che colpi-
scono il cuore e i vasi sanguigni. Secondo I'Orga-
nizzazione Mondiale della Sanita (OMS), le CVD

rappresentano la principale causa di morte nel
mondo ed € importante sottolineare che infarti e
ictus colpiscono anche soggetti giovani (1).

Nell’ambito delle CVD, di rilevante impor-
tanza € la malattia aterosclerotica.
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Laterosclerosi € una patologia infiammato-
ria cronica della parete arteriosa, caratterizzata
dall’accumulo di lipoproteine e da una risposta
inflammatoria persistente che porta alla forma-
zione della placca aterosclerotica (2, 3).

La progressione dell’aterosclerosi € un pro-
cesso multifattoriale che coinvolge alterazioni
endoteliali, stress ossidativo, infiammazione e
modificazioni del metabolismo lipidico (4-7).
Laccumulo di lipoproteine a bassa densita ossi-
date (ox-LDL) nella parete arteriosa stimola
I'attivazione delle cellule endoteliali (ECs), con
conseguente aumento dell’espressione di mo-
lecole di adesione e il rilascio di citochine pro-
inflammatorie (8, 9). Questi segnali promuovo-
no il reclutamento e la migrazione dei monociti
nella zona sub-endoteliale, dove si differenzia-
no in macrofagi e, successivamente, in cellule
schiumose, a causa dell'ingestione delle ox-
LDL (10).

La proliferazione delle cellule muscolari li-
sce vascolari (VSMC) nell'intima del vaso arte-
rioso € un evento chiave nella progressione
della placca aterosclerotica. Le VSMC possono
subire una trasformazione fenotipica in cellule
pro-inflammatorie che contribuiscono all'insta-
bilita della placca (11-14).

Le placche aterosclerotiche instabili presen-
tano un core lipidico necrotico, un ridotto con-
tenuto di VSMC stabilizzanti e una capsula fi-
brosa molto sottile. La rottura di tali placche
puo portare a eventi trombotici acuti, come in-
farto miocardico e ictus (15) e, nonostante i
progressi nelle terapie farmacologiche e inter-
ventistiche, I'aterosclerosi rimane ancora oggi
una delle principali cause di mortalita cardiova-
scolare in tutto il mondo (16).

Pertanto, comprendere i meccanismi mole-
colari alla base di tali patologie & fondamentale
per lo sviluppo di nuove strategie preventive e
terapeutiche. Negli ultimi anni, 'attenzione del-
la comunita scientifica si € concentrata sugli
RNA non codificanti (ncRNAs), che svolgono
un ruolo chiave nella regolazione dell’espres-
sione genica. I IncRNAs (long non-coding
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RNAS), in particolare, stanno emergendo come
importanti regolatori epigenetici e trascriziona-
li, dal momento che possono influenzare diver-
si processi biologici rilevanti per le malattie
cardiovascolari (17-22).

Diversi studi hanno dimostrato che i IncR-
NAs sono coinvolti nei meccanismi molecolari
che regolano la crescita, la differenziazione e
I'apoptosi cellulare, risultando elementi chiave
nella patogenesi di numerose malattie, tra cui
I'aterosclerosi (23-27). In particolar modo ¢ sta-
to dimostrato che alcuni IncRNAs sono implica-
ti nella regolazione dell'infiammazione, del me-
tabolismo lipidico e della stabilita della placca
(28, 29). Lidentificazione di specifici IncRNAs
associati a una patologia potrebbe portare alla
scoperta di nuovi biomarcatori per la diagnosi
precoce, per il monitoraggio della progressio-
ne della malattia o per la stratificazione del ri-
schio, aprendo anche la strada allo sviluppo di
nuove terapie pitt mirate (30, 31).

Lobiettivo di questa review ¢ analizzare la
relazione che esiste tra IncRNAs e aterosclero-
si, con una particolare attenzione a descrivere
come alcuni di essi sembrino essere “players”,
e quindi indurre sviluppo di placca e insorgen-
za di aterosclerosi, mentre altri “biomarkers”,
quindi marcatori, pitt 0 meno precoci, biochimi-
ci di presenza di placca e aterosclerosi, associa-
ti anche alla severita della malattia.

Gli RNA non codificanti (ncRNA)

Classificazione

Gli RNA non codificanti (ncRNAs) sono una
vasta classe di trascritti che non vengono tradot-
ti in proteine, ma svolgono un ruolo essenziale
nella regolazione dell’espressione genica, della
struttura cromatinica e nella modulazione di nu-
merosi processi biologici, compresi quelli legati
alle malattie cardiovascolari come 'aterosclero-
si. I ncRNAs sono stati tradizionalmente classi-
ficati in RNA costitutivi e RNA regolatori, e ul-
teriormente suddivisi in base alla loro lunghezza
e alla loro funzione biologica (21, 22, 32).
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I ncRNAs costitutivi

Questi RNA sono stabilmente espressi nelle
cellule e coinvolti nei processi fondamentali
della traduzione e del processamento del RNA:
RNA ribosomali (rRNA): costituiscono la
struttura dei ribosomi e partecipano alla sin-
tesi proteica;
RNA di trasporto (tRNA): trasportano gli
amminoacidi ai ribosomi durante la tradu-
zione;
Small Nuclear RNA (snRNA): coinvolti nello
splicing dellmRNA (RNA messaggeri) e
nella maturazione di altri RNA;
Small Nucleolar RNA (snoRNA): regolano
la modificazione chimica degli rRNAs e de-
gli snRNAs.

I ncRNAs regolatori

Gli RNA regolatori sono trascritti funzionali
che modulano I'espressione genica a diversi li-
velli, dal controllo trascrizionale alla regolazio-
ne post-trascrizionale. Secondo la classificazio-
ne basata sulla loro lunghezza, esistono:

ncRNAs di piccole dimensioni (<200 nucleotidi)
microRNA (miRNA): brevi sequenze di 18-
25 nucleotidi che regolano gli mRNA bersa-
glio tramite il legame al loro 3’'UTR, iniben-
do la loro traduzione o inducendone la
degradazione (33, 34);

small interfering RNA (siRNA): regolano la
degradazione del’'mRNA in modo simile ai
miRNA, ma con un’origine solitamente eso-
gena (ad es. RNA virali o RNA di interferen-
za artificiale) (35);

Piwi-interacting RNA (piRNA): interagisco-
no con le proteine della famiglia PIWI per
mantenere la stabilita del genoma nelle cel-
lule germinali e reprimere trasposoni mobi-
li (36).

ncRNAs di grandi dimensioni (>200 nucleotidi)
— Long non-coding RNA (IncRNA): trascritti
di oltre 200 nucleotidi coinvolti nella regola-
zione dell’espressione genica attraverso il
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rimodellamento della cromatina, la modula-

zione della trascrizione e il sequestro di

miRNA come sponging miRNAs (27, 37);

Circular RNA (circRNA): formati da trascrit-

ti di RNA circolarizzati, stabilizzati dalla loro

struttura covalente chiusa, con funzione di

regolatori post-trascrizionali e miRNA spon-

ge (38);

Enhancer RNA (eRNA): trascritti da se-

quenze enhancer che modulano I'attivita dei

promotori e I'espressione genica (39);

— Antisense RNA: trascritti dal filamento op-
posto di un gene codificante che regolano la
sua espressione tramite interazioni con il
trascritto complementare (40).

Long Non-Coding RNA (IncRNA)
€ Aterosclerosi

Negli ultimi anni, un numero crescente di
studi ha dimostrato che i long non coding
RNAs (IncRNAs) svolgono un ruolo chiave nel-
la patogenesi dell’aterosclerosi. Questi trascrit-
ti, di lunghezza superiore ai 200 nucleotidi, re-
golano 'espressione genica attraverso diversi
meccanismi, tra cui il rimodellamento della
cromatina, la regolazione trascrizionale e I'in-
terferenza con i miRNA. I IncRNAs associati
all’aterosclerosi sono stati individuati in cellule
coinvolte nel processo aterogenico, come cellu-
le endoteliali (ECs), cellule muscolari lisce va-
scolari (VSMCs) e macrofagi (17, 37, 41, 42).

I IncRNAs possono agire attraverso quattro
principali meccanismi, come illustrato in Figu-
ra 1:

1. Modulatori della trascrizione e della croma-
tina (19, 28, 43-46);

. RNA antisenso trascritti in direzione oppo-
sta a un gene codificante (19, 47-51);

. RNA enhancer che regolano promotori di-

stanti (19, 47-49);

Competing endogenous RNA (ceRNA), che

sequestrano miRNA specifici (19, 52-56).
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Figura |- Meccanismi di azione dei long non-coding RNAs. A. i IncRNAs modulano la struttura della cromatina e la
trascrizione. B. i IncRNAs antisenso sono complementari a sequenze geniche e regolano la trascrizione. C. i IncRNAs
attivano la trascrizione di promotori. D. i IncRNAs sequestrano miRNAs impedendone I'azione.

LncRNAs come players di aterosclerosi

I IncRNAs coinvolti nella progressione
dell’aterosclerosi agiscono modulando diversi
processi fisiopatologici tra cui il danno endote-
liale, lo stress ossidativo, la proliferazione e la
migrazione delle cellule vascolari muscolari li-
sce (VSMCs) e l'infiammazione (30, 44, 57).

Gli studi in questo ambito sono stati condot-
ti sia in vitro (28, 44), che in vivo, ad esempio su
modelli animali come topi ApoE -/- (58).

Ruolo dei IncRNAs nei processi
fisiopatologici legati all'aterosclerosi

Alterazione del metabolismo lipidico

Alcuni IncRNAs sono stati implicati nella re-
golazione del metabolismo lipidico, influenzan-
do la sintesi, I'assorbimento e il trasporto del
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colesterolo. Tra essi & importante ricordare i
IncRNAs GAS5 (19, 58), ANRIL (30, 43, 59) e
KCNQ1OT1 (52), i quali regolano negativa-
mente I'espressione del recettore scavenger
CD36, aumentando I'assorbimento delle lipo-
proteine ossidate da parte dei macrofagi e favo-
rendo la formazione di cellule schiumose. Inol-
tre, alcuni IncRNAs, come H19 e MALAT1 (60)
interferiscono con la via di segnalazione del
fattore di trascrizione SREBP-2 (Sterol Regula-
tory Element-Binding Protein 2), riducendo
I'espressione del recettore delle LDL e aumen-
tando I'accumulo di colesterolo nelle cellule
vascolari (61).

Danno endoteliale e infiammazione

Alcuni IncRNAs influenzano direttamente la
disfunzione endoteliale regolando 'espressio-
ne di geni coinvolti nel mantenimento dell'inte-
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grita vascolare, come mostrato in figura 2. Tra
questi, di rilevante importanza sono i IncRNAs

ANRIL, regolatore di geni chiave del metaboli-

smo del glucosio e degli acidi grassi (43, 62),
MAILAT], stimolatore di proliferazione di cellu-
le endoteliali (44), e H19, stimolatore di prolife-
razione cellulare, di infiammazione e inibitore
di apoptosi (63, 64). Questi, e altri identificati,
sono stati associati ad un aumento dell’espres-
sione di molecole di adesione cellulare, come
ICAM-1 e VCAM-1, che facilitano cosi il reclu-
tamento di monociti e linfociti nelle pareti va-
scolari. Questo fenomeno promuove l'infiam-
mazione cronica, caratterizzata dalla secrezione
di citochine pro-infiammatorie come IL-6, IL-1p
e TNF-a, le quali aggravano ulteriormente il
danno endoteliale (28, 65). L’attivazione di que-
sti meccanismi attraverso i IncRNAs suggeri-
sce che questi RNA possano rappresentare

bersagli terapeutici per contrastare I'infiamma-
zione associata all’aterosclerosi.

Stress ossidativo

Lo stress ossidativo gioca un ruolo cruciale
nell’aterosclerosi e alcuni IncRNAs, come
KCNQ10T1 (52, 66) e COLCA1 (67), sono sta-
ti identificati come regolatori dei livelli di spe-
cie reattive dell’ossigeno (ROS). Essi influenza-
no lattivita di enzimi antiossidanti, come la
superossido dismutasi (SOD) e la catalasi
(CAT), riducendo la loro espressione e aumen-
tando la produzione di ROS. Questo induce
l'ossidazione delle lipoproteine a bassa densita
(ox-LDL), che contribuisce all’accumulo lipidi-
co nelle pareti vascolari e promuove la forma-
zione delle cellule schiumose (foam cells). La
regolazione di questi meccanismi da parte dei
IncRNAS offre una nuova prospettiva terapeuti-
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Figura 2 - I processi fisiopatologici dell’aterosclerosi che sono influenzati dai IncRNAs. Essi agiscono nell’'ambito del
metabolismo lipidico, del danno endoteliale e dell'inflammazione, dello stress ossidativo e della proliferazione e migra-

zione delle VSMCs.
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ca per contrastare lo stress ossidativo nell’ate-
rosclerosi.

Proliferazione e migrazione delle cellule
muscolari lisce vascolari (VSMCs)
Liperproliferazione delle cellule vascolari
muscolari lisce € un evento chiave nella pro-
gressione dell’aterosclerosi. Diversi studi han-
no dimostrato che alcuni IncRNAs, tra i quali di
rilevante importanza sono SMILR (19, 68),
SNHGS8 (69-71) e GAS5 (19, 58), inducono pro-
liferazione di VSMCs e regolano la trascrizione
di geni coinvolti nella transizione fenotipica del-
le VSMCs da uno stato contrattile a uno prolife-
rativo (9, 11, 14, 72, 73). Questo cambiamento
¢ associato all’'aumento della deposizione della
matrice extracellulare e alla migrazione delle
VSMCs nelle lesioni aterosclerotiche, le quali,
stimolate da danno meccanico, stress ossidati-
vo e forte stato pro-infiammatorio, vanno incon-
tro a necrosi contribuendo all'aumento dell’in-
fiammazione della placca (45, 56).

LncRNAs come biomarcatori
cardiovascolari

I IncRNAs giocano quindi un ruolo attivo
nella patogenesi dell’aterosclerosi. Tuttavia,
uno degli aspetti piti promettenti del loro utiliz-
zo nella medicina molecolare riguarda il loro
grande potenziale come biomarcatori diagno-
stici. La presenza di alcuni IncRNAs sia nel pla-
sma che nelle placche aterosclerotiche offre
infatti la possibilita di considerarli ottimi bio-
marcatori circolanti di malattia e di poterli quin-
di utilizzare per diagnosticare precocemente la
presenza della malattia cardiovascolare, per
monitorare la progressione della malattia o per
stratificare il rischio dei pazienti, e fare quindi
prevenzione primaria, attraverso semplici test
ematici (23).

Diversi studi hanno dosato i loro livelli nel
sangue sia in modelli animali (74, 75) che in
pazienti con diverse tipologie di malattie car-
diovascolari (23, 76, 77). La stragrande mag-

el

gioranza degli studi pubblicati ha utilizzato tec-
niche traghettate, di quantitative real-time PCR
(qRT-PCR), per poter stabilire la presenza/as-
senza o dosare i livelli di un determinato IncR-
NA nel plasma dei soggetti in analisi. L'utilizzo
di tecniche mirate per il dosaggio di IncRNAs
circolanti ha presupposto uno studio preceden-
te di quelli che sono i dati gia presenti in lette-
ratura. In molti, infatti, hanno basato la ricerca
del loro IncRNA target sulla base dei risultati di
analisi di espressione differenziale ottenuti da
studi in vitro o in modello animale. Ad oggi, in
pochissimi hanno effettuato analisi di trascrit-
tomica su campioni di tessuto umani estendo
poi la ricerca al plasma. Ad ogni modo, studi
clinici effettuati su coorti di pazienti con malat-
tia cardiovascolare, in particolare malattia co-
ronarica, e controlli sani hanno identificato spe-
cifici IncRNAs come potenziali indicatori per la
diagnosi precoce della malattia e per il monito-
raggio della sua progressione. Tra i pitt noti
individuati e analizzati troviamo il IncRNA H19,
il quale induce la formazione di placca e in-
fluenza negativamente la sua stabilizzazione,
LIPCAR, che ¢é associato a rischio di sviluppo o
presenza di malattia coronarica, e ANRIL, che
invece e fortemente implicato nell'insorgenza
di malattie coronariche per il suo coinvolgi-
mento nel metabolismo del glucosio e degli
acidi grassi (23, 76, 78, 79). Altri studi, sempre
su popolazione malata e sana, hanno dimostra-
to che i livelli di alcuni IncRNAs sono correlati
alla gravita della stenosi arteriosa e alla presen-
za di placche aterosclerotiche instabili (23, 79,
80), offrendo la possibilita di utilizzare il bio-
marcatore in questione per il monitoraggio del-
la patologia, essendo fortemente associato alla
sua severita.

Inoltre, nell’ambito della diagnosi precoce
da poter effettuare su pazienti grazie anche e
soprattutto a specifiche signatures genetiche,
la presenza di alcune varianti genetiche trovate
nei geni codificanti per determinati IncRNAs e
stata associata a una maggiore suscettibilita
alla malattia coronarica, suggerendo che il pro-
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filo di espressione di questi RNA potrebbe es-
sere utilizzato per stratificare il rischio nei pa-
zienti (81, 82).

In ogni caso, se da un lato la possibilita di
dosare i IncRNAs nel sangue dei pazienti per
diagnosticare e monitorare la malattia o stratifi-
care il rischio e importante, dall’altro, la loro
sempre pit dimostrata implicazione nello svilup-
po di quelli che sono gli eventi scatenanti della
malattia cardiovascolare, li rende anco piu pro-
mettenti dal punto di vista terapeutico. Infatti, la
modulazione di specifici IncRNAs attraverso
strategie di silenziamento genico o di sovrae-
spressione rappresenta una grandissima oppor-
tunita per intervenire nei meccanismi patogene-
tici dell’aterosclerosi. A tal proposito, I'utilizzo di
tecnologie come gli oligonucleotidi antisenso
(ASO), gli small interfering RNA (siRNA) e le
terapie basate su CRISPR, potrebbero consenti-
re di correggere le alterazioni dell’espressione
di alcuni IncRNAs implicati nella progressione
della malattia e, di conseguenza, indurne la re-
missione. Tuttavia, queste strategie presentano
ancora delle sfide, tra cui la necessita di miglio-
rare la stabilita e la specificita dei farmaci a base
di RNA, nonché di sviluppare sistemi di veicola-
zione mirata per garantire un’efficace penetra-
zione nei tessuti vascolari (83, 84).

Conclusioni € Prospettive Future

Negli ultimi anni, I'identificazione e la carat-
terizzazione dei long non-coding RNAs (IncR-
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NAs) ha aperto nuove prospettive nella com-
prensione della patogenesi dell’aterosclerosi. I
IncRNAs regolano processi chiave come in-
fiammazione, proliferazione e migrazione delle
cellule muscolari lisce vascolari (VSMCs), sta-
bilita delle placche aterosclerotiche e metaboli-
smo lipidico, rendendoli potenziali biomarcato-
ri circolanti e bersagli terapeutici innovativi
17, 37).

Grazie all'integrazione degli approcci multi-
omici (trascrittomica, epigenomica e proteomi-
ca) per ottenere un quadro piu dettagliato delle
interazioni tra i IncRNAs e le vie metaboliche e
inflammatorie coinvolte nell’aterosclerosi (85)
e l'uso delle tecnologie di Next-Generation Se-
quencing (NGS), ci sono grandi prospettive di
poter individuare nuovi IncRNAs funzional-
mente rilevanti, migliorando la nostra com-
prensione dei loro ruoli specifici nei diversi
meccanismi fisiopatologici coinvolti nel proces-
so aterosclerotico (86) e considerandoli sem-
pre di pitt come strumenti con potenzialita dia-
gnostiche, prognostiche e terapeutiche.

La sfida sara tradurre i risultati dei piu re-
centi studi scientifici in applicazioni cliniche,
sviluppando nuovi strumenti diagnostici, che
consentano di poter effettuare una sempre mi-
gliore prevenzione primaria, e farmaci specifici
e mirati. Il passaggio dalla ricerca di base alla
pratica clinica richiedera ulteriori studi precli-
nici e clinici volti a validare il ruolo dei IncRNAs
come target terapeutici e biomarcatori affidabi-
li per I'aterosclerosi e le sue complicanze (87).

Laterosclerosi ¢ una malattia inflammatoria cronica della parete arteriosa innescata da fattori pro-inflammatori e
dall’accumulo di lipoproteine. Nonostante il crescente numero dei trattamenti, questa malattia € ancora una delle
principali cause di mortalita in tutto il mondo. Sono, quindi, oggetto di studio i meccanismi molecolari del processo
aterogenico al fine di identificare le molecole chiave che consentono una diagnosi precoce o lo sviluppo di nuove
strategie terapeutiche. In questo contesto, i long non-coding RNAs (IncRNAs) hanno attratto I'attenzione dei ri-
cercatori come possibili biomarcatori, anche se il loro ruolo nello sviluppo e nella progressione dell’aterosclerosi
richiede ulteriori studi. I IncRNAs sono una classe di RNA non codificante, lunga circa 200 bp e coinvolta nella
patogenesi di un numero sempre crescente di malattie. Sono molecole regolatrici che possono fungere da miRNAs
sponging, o possono interagire direttamente con mRNA, cromatina e proteine.
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Nell’ultimo decennio, sono stati condotti diversi studi con I'obiettivo di identificare i IncRNAs coinvolti nel processo
aterogenico e anche per spiegare i meccanismi molecolari attraverso i quali essi possono indurre la formazione
della placca e I'aterosclerosi. Inoltre, diversi IncRNAs sono stati trovati anche nel plasma di pazienti affetti da ate-
rosclerosi suggerendo cosi il loro ruolo inconfutabile come biomarcatori diagnostici e prognostici di aterosclerosi.
In questa review, abbiamo cercato di chiarire meglio il ruolo dei IncRNAs nello sviluppo della placca aterosclerotica
e anche i vantaggi del loro uso come biomarcatori circolanti.

Parole chiave: RNA Sequencing, Aterosclerosi, long non-coding RNAs, Biomarcatori.
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