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Limiti e potenzialita dell’analisi combinata epigenetica
e trascrizionale su ampia scala per individuare obiettivi
terapeutici nelle malattie cardiovascolari

RIASSUNTO. Le malattie cardiovascolari rappresentano
la principale causa di morbilita e mortalita nelle societa
industrializzate di tutto il mondo. Data la complessa
fisiopatologia delle patologie cardiovascolari, un approccio
sperimentale in grado di identificare molteplici vie

di segnalazione attivate nel cuore potrebbe essere
particolarmente efficace nella ricerca di nuovi obiettivi
diagnostici, prognostici o terapeutici. Tecniche di ultima
generazione consentono indagini ad alta risoluzione su tutto
il genoma, il proteoma ed il metaboloma cellulare, nonché
sulle modificazioni epigenetiche ed i profili di espressione
genica associati. In particolare, I’integrazione di dati
epigenetici e trascrizionali nel cuore normale o patologico
rappresenta un approccio promettente per identificare

le reti molecolari attivate dalle malattie cardiovascolari.
Tali metodiche, seppur promettenti ed innovative, possono
presentare numerose limitazioni tecniche ed analitiche.

In questo lavoro saranno evidenziati brevemente tali aspetti
e le possibili strategie per ottimizzare la ricerca di nuovi
bersagli terapeutici per le patologie cardiovascolari nell’era
post-genomica.

Parole chiave: epigenetica, trascrizione, scompenso cardiaco,
malattie cardiovascolari, omics.

ABSTRACT. LIGHTS AND SHADOWS OF COMBINED EPIGENOMIC
AND TRANSCRIPTOMIC PROFILING TO IDENTIFY NOVEL DIAGNOSTIC,
PROGNOSTIC OR THERAPEUTIC TARGETS FOR CARDIOVASCULAR
DISEASES. Cardiovascular diseases are the major cause

of morbidity and mortality worldwide. Given the complex
pathophysiology of cardiovascular diseases, an experimental
approach capable of identifying multiple signaling networks
activated in the heart upon pathological conditions could be
particularly effective to identify new diagnostic, prognostic

or therapeutic targets. Latest generation techniques now allow
high-resolution investigations of the entire genome, the
proteome and the cellular metabolome, as well as epigenetic
modifications and associated gene expression profiles.

In particular, the integration of epigenomic and transcriptomic
data in the normal or pathological heart is a promising
approach to identify novel molecular targets. These methods,
although promising and innovative, can present several
technical and analytical pitfalls. Here we will briefly describe
these aspects and possible strategies to optimize the search for
new diagnostic or therapeutic targets for cardiovascular diseases
in the post-genomic era.

Key words: epigenetic, transcriptomic, omics, heart falure,
cardiovascular diseases.
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1. Introduzione

Dopo il completamento del Progetto Genoma Umano
(1) € stato compiuto un enorme sforzo attraverso gli studi
di genetica, genomica e genomica funzionale per determi-
nare come questa enorme quantita di dati potesse essere
collegata a un fenotipo cardiaco sano o patologico (2). Es-
sendo le patologie cardiovascolari multifattoriali, nume-
rosi meccanismi addizionali relativi alla regolazione epi-
genetica, trascrizionale, del proteoma o del metaboloma
potrebbero essere cruciali per determinare il fenotipo pa-
tologico (per un glossario dei termini, vedere Tabella I).
L’utilizzo di tecniche “omics™ per caratterizzare tali si-
stemi su ampia scala ¢ uno strumento estremamente po-
tente ed efficace per migliorare la comprensione dei mec-
canismi molecolari della progressione del cuore sano
verso lo scompenso cardiaco e per migliorare la prognosi
di questi pazienti.

Rispetto ad un tradizionale metodo scientifico di tipo
riduzionistico, secondo cui i complessi fenomeni biologici
possono essere studiati semplificando al massimo il sistema
e focalizzando I’attenzione su specifici aspetti molecolari,
secondo il metodo olistico adottato con I'utilizzo delle tec-
nologie su ampia scala, & possibile sondare contemporanea-
mente un enorme numero di elementi nel sistema speri-
mentale in analisi. Pertanto, mentre nel metodo riduzioni-
stico la ricerca scientifica viene eseguita verificando delle
ipotesi formulate in precedenza (hypothesis-driven re-
search), secondo il metodo olistico lo studio del sistema
viene eseguito senza formulare alcuna ipotesi preliminare
su specifici geni/RNA/proteine/metaboliti potenzialmente
responsabili di uno specifico fenotipo (Figura 1). Il princi-
pale vantaggio del secondo metodo di ricerca ¢ legato alla
maggiore possibilita di identificare nuovi (ed eventual-
mente sconosciuti) obiettivi molecolari.

Insieme a queste brillanti prospettive, tali tecniche in-
novative rappresentano anche una nuova e grande sfida.
La raccolta, analisi ed interpretazione dell’ampia mole di
dati ottenuta (Big Data) richiede solitamente un’attenta e
complessa analisi bioinformatica, attrezzature costose e
I’integrazione di molteplici professionalita (medico, bio-
logo, ingegnere, informatico, biostatistico, etc.). In parti-
colare, I'integrazione di dati provenienti da molteplici
piattaforme di studio (per esempio epigenomica ed analisi
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Tabella 1. Glossario dei termini

Termine Definizione
Genetica Studio di specifici geni e del loro ruolo nell’ereditarieta
Genomica Studio di tutti i geni, delle loro funzioni e degli effetti biologici

Genomica funzionale

Studio dei cambiamenti nei prodotti genici e come questi cambiamenti mediano la funzione biologica
in condizioni normali o patologiche

Genomica comparativa

Studio per confrontare i geni di un organismo con quelli di un altro

Epigenetica Studio di processi che portano a cambiamenti ereditabili nell’espressione genica senza cambiamenti
nella sequenza del DNA
Epigenomica Studio delle modificazioni epigenetiche attraverso il genoma

Metabolomica

Studio di tutti i metaboliti in un determinato stato biologico

Proteomica

Studio del set completo di proteine all'inferno di un campione biologico.

Trascrittoma

Studio del set completo di RNA che sono prodotti dal genoma

Omics Suffisso aggiunto per indicare studi condotti su scala ampia
METODO RIDUZIONISTICO METODO OLISTICO
. . . Analisi su ampia scala
Selezitns di barsagll in modelli di patologie cardiovascolari
Studio dei bersagli in
modelli di patologie cardiovascolari
Identificazione di bersagli
Validazione dei bersagli
Figura 1

della trascrizione) se da un lato rafforza notevolmente il
valore scientifico dei dati ottenuti, d’altro canto presenta
delle notevoli difficolta metodologiche ed analitiche (3).
In questo articolo saranno brevemente discussi i vantaggi
e gli svantaggi dell’esecuzione di tali studi in ambito car-
diovascolare e le potenziali ricadute cliniche di tali appli-
cazioni.

2. Importanza dello studio della trascrizione nel cuore

Con l’introduzione e la diffusione delle tecniche di se-
quenziamento di ultima generazione, ¢ stato possibile ef-
fettuare numerosi studi della trascrizione su ampia scala in
campioni cardiaci. Per esempio, gli studi di trascrittomica

in modelli animali di ischemia e riperfusione del mio-
cardio ed insufficienza cardiaca ischemica hanno chiara-
mente dimostrato I’importanza dell’espressione alterata di
geni coinvolti nel metabolismo cardiaco, nella crescita e
sopravvivenza cellulare, nell’infiammazione, nella strut-
tura del citoscheletro e nel rimodellamento della matrice
extracellulare (4). Questi risultati sono stati confermati da
numerosi lavori che dimostrano che il condizionamento
ischemico innesca un profilo di espressione genica cardio-
protettiva nel cuore a livello trascrizionale (2). In condi-
zioni di ischemia, oltre al cambiamento trascrizionale in-
dotto nella regione ischemica, anche il tessuto miocardico
“a distanza” non ischemico puo subire modifiche del pro-
filo di espressione genica globale del cuore e tali modi-
fiche possono essere responsabili del rimodellamento car-
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diaco post-ischemico (5). L’identificazione del profilo di
espressione genico globale del cuore in seguito a vari sti-
moli patologici puo aiutare a identificare i principali se-
gnali cardioprotettivi da usare come obiettivi terapeutici,
ad es. mediante terapia genica o quelli promotori di aspetti
patologici, da neutralizzare o inibire (6).

3. Ruolo dei meccanismi epigenetici nella regolazione della
trascrizione nel cuore

Numerosi meccanismi molecolari contribuiscono alla
regolazione dell’espressione genica, principalmente 1’in-
terazione tra proteine regolatorie (fattori trascrizionali e
co-regolatori), specifici tratti del DNA in regioni del gene
deputate al controllo dell’espressione e la conformazione
stessa della cromatina. Nel corso degli ultimi decenni ¢
apparso evidente come le modifiche epigenetiche possano
contribuire in modo determinante alla regolazione dell’e-
spressione genica. Inizialmente, Conrad H. Waddington
defini I’epigenetica come qualcosa “al sopra o in aggiunta
alla genetica” per spiegare la differenziazione cellulare.
Successivamente, 1’epigenetica ¢ stata definita come un
insieme di modifiche ereditabili dell’espressione genica in
assenza di differenze della sequenza del DNA. Tali effetti
possono essere indotti da vari meccanismi, tra cui: a) mo-
difiche degli istoni; b) modifiche del DNA; c) regolazione
della conformazione della cromatina; d) effetti di RNA
non codificanti. L’analisi combinata su ampia scala delle
modifiche epigenetiche e del profilo trascrizionale for-
nisce la possibilita di analizzare in dettaglio i meccanismi
responsabili dell’espressione genica in condizioni normali
e patologiche, identificando snodi molecolari cruciali a
scopo diagnostico o terapeutico.

Numerose modifiche post-traduzionali degli istoni
sono state descritte in letteratura, con effetti diversi sulla
trascrizione. Utilizzando una combinazione di immuno-
precipitazione della cromatina e sequenziamento dell’in-
tero del trascrittoma, & stato recentemente dimostrato che
il sovraccarico di pressione nel topo promuove 1’attiva-
zione di alcuni geni e la repressione di altri e che tali mo-
difiche trascrizionali sono frequentemente associate ad
uno specifico assetto epigenetico di modifiche istoniche
che promuovono o inibiscono la trascrizione (7,8). Questi
ed altri studi dimostrano che, piuttosto che un singolo se-
gnale molecolare, la combinazione di diverse modifica-
zioni istoniche contribuisce alla creazione di un codice
epigenetico che facilita o inibisce la trascrizione del gene.

La metilazione del DNA ¢ stata la prima modificazione
epigenetica del DNA identificata ed anche una delle piu
studiate. Il processo consiste nel legame di un gruppo me-
tile alla citosina (SmC) quando quest’ultima ¢ seguita da
una guanina nel dinucleotide CpG. A differenza delle mo-
difiche istoniche, la metilazione del DNA ¢ costantemente
associata a silenziamento genico e, nel cuore, & un pro-
cesso altamente dinamico nella crescita post-natale dei
cardiomiociti e nell’adattamento al sovraccarico patolo-
gico (9). Studi recenti hanno inoltre dimostrato che un
prodotto di ossidazione della SmC, la 5-idrossimetilcito-
sina (5-hmC) controlla I’espressione dei cardiomiociti nel
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corso della sviluppo embrionale ed in risposta a sovracca-
richi patologici (10).

In campioni cardiaci di pazienti con scompenso car-
diaco allo stadio terminale, sono stati identificate diffe-
renze nella metilazione del DNA e profili distinti di meti-
lazione dell’istone H3 (11,12). In campioni di pazienti con
cardiomiopatia dilatativa idiopatica sono state identificate
differenze di metilazione in diversi geni correlati a ma-
lattie cardiache o con funzione sconosciuta (13,14).
Inoltre, elementi ripetuti di DNA satellite sono stati trovati
significativamente ipo-metilati nei cuori cardiomiopatici
allo stadio terminale rispetto ai normali controlli sani (15).
Queste evidenze suggeriscono un ruolo importante delle
modificazioni epigenetiche nello scompenso cardiaco
umano. Tuttavia, non ¢ ancora chiaro se ed in che succes-
sione temporale tali modificazioni epigenetiche possano
essere coinvolte nello sviluppo e nella progressione della
disfunzione cardiaca e se la loro modulazione potrebbe
migliorare il fenotipo.

4. Inflvenza dei fattori di rischio, comorbidita e del loro tratta-
mento farmacologico

Diversi fattori di rischio, comorbidita e trattamenti far-
macologici dei pazienti affetti da malattie cardiovascolari
possono modulare il profilo di espressione genica del
cuore. Per esempio, I’espressione di numerosi geni ¢ stata
alterata in cuori di ratto sottoposti ad una dieta ricca di co-
lesterolo per 2 mesi (16), in topi sottoposti a dieta grassa
(17) e in cani dopo 9 settimane di dieta ad alto contenuto
di grassi. Nei cani alimentati con un cibo ricco di grassi
per 9-24 settimane, ¢ stata rilevata una diminuzione nel
tempo dell’espressione di diversi geni implicati nelle pa-
tologie cardiache legate all’obesita, come ipertrofia e fi-
brosi (18). Sfortunatamente non sono disponibili dati
umani rilevanti sull’effetto dei fattori di rischio cardiova-
scolare o delle varie comorbidita sui profili di espressione
genica globale del cuore normale o patologico. Sebbene
uno studio abbia dimostrato che il pattern di espressione
genica dell’atrio umano ¢ significativamente alterato nel-
’obesita (19), finora non sono disponibili dati su campioni
ventricolari. Allo stesso modo, numerosi farmaci attual-
mente usati per trattare le comorbidita delle patologie car-
diovascolari potrebbero modificare la risposta del cuore
allo stress attraverso diversi meccanismi, incluso il cam-
biamento nel pattern di espressione genica cardiaca (20).
L’identificazione di specifici profili epigenetici e trascri-
zionali associati a particolari condizioni potrebbe avere
importanti futuri risvolti diagnostici, prognostici e tera-
peutici.

5. Prospettive e limitazioni degli studi epigenomici e trascrittomici
su ampia scala

5.1 Prospettive
La caratterizzazione su ampia scala dell’epigenoma e
del trascrittoma fornisce informazioni quantitative sui



G Ital Med Lav Erg 2019; 41:4

cambiamenti epigenetici, sull’espressione genica e sulle
varianti di splicing, consente di studiare tali variazioni nel
cuore durante la progressione della malattia e in risposta a
cambiamenti ambientali o trattamenti. Tali approcci forni-
scono grandi quantita di dati che possono essere usati per
la valutazione imparziale dei processi fisiopatologici
senza assunzioni a priori. L’analisi di questi dati ottenuta
mediante complessi processi bioinformatici rappresenta
una grande opportunita per i ricercatori per ottenere nuove
importanti informazioni sui meccanismi alla base della ri-
sposta del cuore agli insulti e della progressione verso lo
scompenso cardiaco. In contrasto con altri approcci mirati
a identificare un singolo obiettivo molecolare, questa stra-
tegia consente di identificare molteplici obiettivi, a volte
sconosciuti. Una volta identificate le reti cruciali, analisi
pit mirate su specifici meccanismi e bersagli possono of-
frire il potenziale per una diagnosi e prognosi rapida, test
di sicurezza dei farmaci, selezione dei pazienti e stratifi-
cazione per le sperimentazioni cliniche. Oltre alle espe-
rienze dei singoli centri, sono stati sviluppati consorzi in-
ternazionali per condividere i set di dati, risorse e proto-
colli, fornendo una grande quantita di informazioni, libe-
ramente disponibili, che potrebbero aumentare in modo
esponenziale nel prossimo futuro (21).

5.2 Limitazioni tecniche e sperimentali

I principali problemi tecnici legati all’utilizzo di queste
metodiche sono I’eterogeneita dei campioni biologici, la
qualita dell’'RNA e del DNA (integrita e contaminazione) e
I’insufficiente disponibilita di campioni cardiaci umani, in
particolare da donatori sani. Data la relativa inaccessibilita
del tessuto cardiaco umano, sangue intero o globuli bianchi
sono stati considerati come possibili fonti alternative. La
logica che supporta I’'uso di questi campioni ¢ quella che le
cellule cardiache possano rilasciare RNA o DNA epigene-
ticamente modificato, o che le cellule del sangue potreb-
bero aver subito cambiamenti simili a quelli dei cardio-
miociti (22). Per tali motivi, i modelli animali sono estre-
mamente utili e preziosi, in quanto consentono lo studio
dei meccanismi molecolari attivati dal sovraccarico patolo-
gico del cuore e la caratterizzazione del ruolo dei diversi
tipi cellulati coinvolti. Tuttavia, differenze di espressione
specie-specifiche sono state descritte in precedenza (23),
ed anche in presenza di elevata omologia tra le specie, po-
trebbero esserci piccole ma significative differenze nelle
vie intracellulari di trasduzione del segnale (24). Qua-
lunque sia 1’uso del metodo sperimentale, sarebbe ideale
mettere a fuoco specifici tipi cellulari, piuttosto che tutto il
tessuto, poiché i cambiamenti potrebbero essere piccoli e
diluiti dalla presenza di cellule non colpite primariamente.
A questo proposito, sarebbe fondamentale definire il bersa-
glio cellulare e descrivere i metodi di isolamento, caratte-
rizzazione, di coltura ed eventualmente dei trattamenti,
poiché potrebbero causare cambiamenti nell’espressione di
RNA e dei profili epigenetici, influenzando cosi ’analisi
(25). La maggior parte degli studi finora ha analizzato dati
statici di espressione, come istantanee in diversi stati pato-
logici. Al contrario, un approccio dinamico che descrive i
cambiamenti nei profili di espressione in diversi punti tem-
porali durante il corso di una malattia consentirebbe di for-
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mulare nuove ipotesi biologiche (26). In generale, al fine di
ridurre la variabilita tra i diversi studi, dovrebbero essere
sempre impiegati metodi robusti e semplici, strumentazioni
gold-standard e solo protocolli ampiamente validati per ot-
tenere campioni di partenza ottimali.

5.3 Identificazione del bersaglio: importanza della

bioinformatica

Un aspetto critico nella ricerca di nuovi obiettivi nel-
I’era post-genomica probabilmente non ¢ piu la genera-
zione di dati, ma piuttosto 1’analisi dei dati e la loro inter-
pretazione. Cio richiede solitamente un lavoro di squadra
interdisciplinare di medici, biologi, biochimici, bioinfor-
matici e statistici. Le attivita bioinformatiche includono lo
sviluppo di algoritmi e statistiche per valutare le relazioni
tra i membri di queste grandi serie di dati, la capacita di
analizzare e interpretare diversi tipi di sequenze, domini e
strutture e capacita di sviluppare o implementare stru-
menti che consentano un accesso e una gestione efficienti
di diversi tipi di informazioni. Quindi, combinando con-
cetti biologici con strumenti informatici o metodi statistici
¢ possibile ipotizzare bersagli diagnostici, prognostici o
terapeutici. Nonostante 1’abbondanza di dati a livello tra-
scrittomico ed epigenomico, ¢’¢ una sorprendente carenza
di strumenti statistici mirati alla loro analisi integrata.
Mentre piul programmi e i servizi web sono disponibili per
I’analisi dei dati omics singoli, la maggior parte di questi
strumenti esegue solo un’attivita specifica ed in genere ri-
chiede complesse conversioni di file. Per esplorare meglio
e integrare pit modalita di dati omics, sarebbe necessaria
una semplificazione dei metodi bioinformatici. Per tali
motivi, la ricerca collaborativa ¢ solitamente la regola in
questo campo e richiede una standardizzazione del for-
mato dei dati e accesso possibile ai dati da piu utenti sul
web. La sicurezza e controllo appropriato dell’accesso ai
dati, la protezione della privacy, la necessita di backup,
problemi etici, la disponibilita in tempo reale e infine, la
mobilita dei dati rappresentano ulteriori criticita di questa
tipologia di ricerca.

5.4 Validazione del bersaglio

Dopo I'identificazione di bersagli attraverso strumenti
bioinformatici, ¢ essenziale la loro validazione sperimen-
tale mediante 1’utilizzo di sistemi cellulari in vitro e di mo-
delli in vivo di patologia cardiovascolare (2,20). I bersagli
identificati con 1’analisi bioinformatica dovrebbero essere
sempre validati, al fine di evitare la generazione di dati pu-
ramente descrittivi e previsioni speculative.

6. Conclusioni

L’integrazione degli studi epigenetici e di trascrizione
su ampia scala rappresenta una notevole opportunita
scientifica per migliorare la conoscenza dei fenomeni bio-
logici e delle reti molecolari attivate nel cuore dai sovrac-
carichi di tipo patologico e per identificare nuovi bersagli
molecolari. Tali metodiche, seppur promettenti ed innova-
tive, possono presentare numerose limitazioni tecniche ed
analitiche che richiederanno interventi multidisciplinari,
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I'utilizzo di protocolli standard condivisi, di piattaforme
analitiche piu facilmente accessibili e la possibilita di con-
dividere i risultati ottenuti in modo semplice e diretto.
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