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INTRODUZIONE

1.1 Fattori di rischio cardiovascolare

Secondo stime della World Health Organization, le malattie
cardiovascolari (CVD) rappresentano ancora oggi la prima causa di
morte a livello mondiale. Solo nel 2008 sono state responsabili di piu
di 17 milioni di vittime [1]. L’identificazione di soggetti ad alto
rischio cardiovascolare € uno degli obiettivi principali della
prevenzione primaria individuale e costituisce la premessa necessaria
per l'attivazione di azioni finalizzate alla riduzione dei fattori di
rischio modificabili quali il cambiamento dello stile di vita o il
trattamento farmacologico. Il primo a parlare di fattori di rischio
cardiovascolare fu il cardiologo statunitense Thomas Royle Dawber
che nel 1949 diede inizio al primo studio osservazionale condotto
sulla popolazione di una intera cittadina, Framingham, nel
Massachusetts [2]. Successivamente, i risultati di numerosi studi
clinici osservazionali prospettici sulle patologie cardiovascolari, quali
ad esempio il Framingham del 1998 [3], lo studio PROCAM [4], il
progetto SCORE [5], il progetto italiano CUORE [6], il progetto
Nuova Zelanda [7], hanno coerentemente portato all’identificazione di
tutti quei fattori di rischio cardiovascolare che, correlando
statisticamente con l'insorgenza di eventi cardiovascolari fatali e non,

rappresentano elementi predisponenti e potenzialmente patogenetici. |


http://it.wikipedia.org/wiki/Fattori_di_rischio
http://it.wikipedia.org/wiki/Cardiologia
http://it.wikipedia.org/wiki/1949
http://it.wikipedia.org/wiki/Framingham

fattori di rischio vengono divisi tradizionalmente in modificabili
(suscettibili di correzione mediante modifiche dell'alimentazione, del
comportamento, dello stile di vita, o interventi farmacologici) e non

modificabili.

Fattori di rischio cardiovascolare modificabili:

Ipertesione: pressione arteriosa sistolica >160 o diastolica 95
mmHg

border line: pressione arteriosa sistolica fra 140 e 159 o
pressione arteriosa diastolica fra 90 e 94 mmHg.

Ipercolesterolemia: colesterolemia >240 mg/dl

border line: colesterolemia fra 200 e 239 mg/dl.

Diabete: glicemia >126 mg/dl o trattamento specifico.

border line: glicemia fra 110 e 125 mg/dl.

Sindrome metabolica: presenza di tre o piu delle seguenti
componenti:

» obesita centrale (circonferenza vita >102 cm negli uomini
e >88 cm nelle donne)

> alterata regolazione della glicemia (glicemia a digiuno
>110 mg/dl) o pregressa diagnosi di diabete.

» trigliceridemia elevata (>150 mg/dl)

» colesterolemia - HDL bassa (<40 mg/dl negli uomini e
<50 mg/dl nelle donne)

» pressione arteriosa elevata (>130/85 mmHg) o in

trattamento antipertensivo.


http://it.wikipedia.org/wiki/Alimentazione_(nutrizione)
http://it.wikipedia.org/wiki/Comportamento
http://it.wikipedia.org/wiki/Farmaco

Abitudine al fumo: viene considerato fumatore chi fuma
anche solo una sigaretta al giorno, a settimana o al mese; non fumatori
ed ex fumatori sono considerate quelle persone che hanno smesso di
fumare da almeno un anno.

Sovrappeso: indice di massa corporea 25,0 - 29,9 Kg/mz2.

Obesita: indice di massa corporea (IMC) > 30 Kg/m?2.

Adiposita addominale:

> circonferenza vita > 102 cm negli uomini e 88 cm nelle
donne

> rapporto vita/fianchi > 0,95 negli uomini e 0,85 nelle
donne.

Sedentarieta: riguarda la sedentarieta nel tempo libero e

nell’attivita lavorativa.

Fattori di rischio cardiovascolare non modificabili

eta: il rischio di malattie cardiovascolari aumenta con l'eta e,
nei pazienti anziani, I'eta diviene il fattore di rischio dominante.

sesso: gli studi finora condotti hanno fatto emergere un rischio
maggiore negli uomini rispetto alle donne in pre-menopausa. Dopo la
menopausa tuttavia, il rischio cardiovascolare nelle donne tende ad
aumentare rapidamente. L'effetto protettivo € esercitato, almeno in
parte, dagli estrogeni che favoriscono livelli piu elevati di colesterolo
HDL rispetto agli uomini.

familiarita: il rischio di malattia coronarica € tanto maggiore

quanto piu diretto e il grado di parentela con un individuo gia colpito,


http://it.wikipedia.org/wiki/Sviluppo_umano_(biologia)
http://it.wikipedia.org/wiki/Sesso_(biologia)
http://it.wikipedia.org/wiki/Menopausa
http://it.wikipedia.org/wiki/Estrogeni
http://it.wikipedia.org/wiki/Colesterolo
http://it.wikipedia.org/wiki/Familiarit%C3%A0

quanto piu elevato € il numero di parenti affetti, soprattutto
consanguinei di primo grado, e quanto piu precocemente Si €
manifestata la malattia in questi soggetti (ammalati o deceduti in eta <
55 anni negli uomini e < 65 anni nelle donne a causa di ictus e infarto
del miocardio). In alcuni casi, la familiarita € dovuta alla trasmissione
ereditaria di altri fattori di rischio quali diabete, ipertensione o

ipercolesterolemia [4,8,9].

Negli anni ‘80 le linee guida sulla prevenzione cardiovascolare
identificavano i soggetti ad alto rischio da sottoporre ad un intensivo
trattamento preventivo, sulla base di singoli fattori di rischio. Tuttavia,
il riconoscimento che spesso differenti fattori si presentano
contemporaneamente (esercitando effetti sinergici e aumentando cosi
il rischio di sviluppare CVD), ha portato negli ultimi anni a sviluppare
il concetto di Rischio Cardiovascolare Globale (RCG), il cui calcolo
deriva da funzioni elaborate sulla base dei numerosi studi sopra citati.
Questo indicatore permette di calcolare la probabilita, in base alla
presenza e severita di piu fattori di rischio, di incorrere in eventi
cardiovascolari maggiori nei successivi 10 anni. Ci0 permette
I’identificazione di pazienti che, sebbene non siano ancora andati
incontro a manifestazioni cliniche di aterosclerosi e risultino
apparentemente asintomatici, data la copresenza di piu fattori possono
essere ad alto rischio per patologie cardiovascolari [10]. In ogni caso, i
pazienti con malattia coronarica, arteriosa periferica e cerebro-

vascolare, ed i diabetici, sono considerati comunque ad alto rischio per


http://it.wikipedia.org/wiki/Ereditariet%C3%A0
http://it.wikipedia.org/wiki/Diabete

CVD e quindi da trattare con i farmaci. Un esempio di carta SCORE
per la valutazione del RCG per paesi a basso rischio CVD come

I’Italia € mostrata nella Figura 1.
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Figura 1. Stima del rischio di incorrere in un evento
cardiovascolare maggiore entro 10 anni in popolazioni a basso rischio
cardiovascolare. Carta basata sul colesterolo totale [5].

La maggior parte dei pazienti affetti da diabete mellito di tipo 2

(DMT2) sviluppa patologie cardiovascolari con sostanziale perdita

\

dell’aspettativa di vita. Cid ¢ in qualche modo correlato all’alta



prevalenza di altri fattori di rischio, come ad esempio I’ipertensione e
I’obesita [11]. L’associazione clinica fra obesita, diabete e patologie
cardiovascolari € ampiamente riconosciuta, ma le basi molecolari di
tale correlazione ed il loro significato fisiologico, non sono ancora ben
chiari [12]. Il DMT?2 e una patologia caratterizzata dalla coesistenza di
gradi variabili di insulino-resistenza ed un’ inappropriata secrezione
insulinica con esito nell'iperglicemia [13]. Sia fattori genetici che
ambientali contribuiscono al determinismo dell’iperglicemia nel
DMT2. Circa I’ 80% dei pazienti con DMT2 sono obesi: 1’obesita
stessa, in particolare quella viscerale o centrale, causa o peggiora
I'insulino-resistenza. L’obesita ¢ una condizione patologica che
identifica un eccesso di tessuto adiposo. Nella stragrande maggioranza
dei casi l’obesita rappresenta una componente importante della
sindrome metabolica, una costellazione di fattori di rischio
cardiovascolare che comprende I’aumento dei livelli plasmatici di
trigliceridi, ridotti livelli di colesterolo legato alle lipoproteine ad alta
densita (HDL), ipertensione arteriosa, ridotta tolleranza ai carboidrati
e/o diabete mellito [14,15]. Una costante caratteristica dei pazienti con
sindrome metabolica ¢ I’insulino-resistenza, una condizione clinica
che consiste nella ridotta sensibilita o responsivita dei tessuti
periferici, quali il muscolo scheletrico, il tessuto adiposo e il fegato,
all’azione metabolica dell’insulina [16]. Gli adipociti secernono
numerose adipochine (leptina, TNF-a, resistina, adiponectina) che
modulano la secrezione insulinica, la sua azione ed il peso corporeo e

potrebbero contribuire all'insulino-resistenza [17]. Il grasso viscerale



produce inoltre citochine pro-infiammatorie, IL-6, IL-8, MCP-1
(proteina chemoattrattrice dei monociti). Queste richiamano nel
tessuto adiposo cellule immunitarie, i macrofagi, che a loro volta
secernono grandi quantita di fattore di necrosi tumorale TNF-o e
contribuiscono cosi a generare un basso grado di infiammazione
cronica. Tale stato pro-infiammatorio, che promuove insulino-
resistenza, porta alla disfunzione endoteliale e spesso a DMT2 e

patologie cardiovascolari [18].

1.2 Disfunzione endoteliale

Fino a non molti anni fa 1’endotelio era considerato un
semplice rivestimento monocellulare che separava il sangue circolante
dalla parete vascolare. In realta sappiamo oggi che le cellule
endoteliali (EC) svolgono un ruolo attivo nell’omeostasi vascolare,
tanto che 1’endotelio ¢ ormai considerato un organo autocrino-
paracrino perché coinvolto nella regolazione del tono, della struttura e
della pervieta vascolare, regolando 1'adesione piastrinica, il “rolling”,
I’adesione e la migrazione tran-sendoteliale dei leucociti, la crescita e
la migrazione delle cellule della muscolatura liscia vascolare (VSMC)
e infine bilancia la fibrinolisi e la coagulazione [19,20]. La
compromissione dell’attivita endocrino-paracrina dell’endotelio ¢
responsabile della disfunzione endoteliale.

Dal punto di vista clinico esistono varie metodologie per
valutare la funzione endoteliale, che dipendono dal tipo di vaso

(micro- o macrocircolo) o dal tipo di distretto vascolare (cutaneo,



muscolare, cardiaco, renale). Fra queste vi sono la misurazione della
vasodilatazione endotelio-dipendente (EDV), mediante angiografia,
che valuta la risposta del vaso ad agonisti endoteliali quali
I’acetilcolina, metilcolina, bradichinina, serotonina, sostanza P, e la
dilatazione flusso mediata (Flow mediated dilatation FMD), tecnica
non invasiva e di largo impiego, che valuta ecograficamente le
variazioni di calibro dell’arteria omerale a seguito di una breve
ischemia indotta [17]. Studi clinici con lunghi follow up condotti su
pazienti con disfunzione endoteliale hanno dimostrato che una
shilanciata vasodilatazione endotelio-dipendente & associata ad un
aumento della frequenza di eventi cardiovascolari. Dati clinici, inoltre,
supportano il ruolo della disfunzione endoteliale nei pazienti con
sindrome coronarica acuta e dimostrano una correlazione con elevati
livelli di proteina C reattiva, un marcatore aspecifico di
inflammazione. Nell’insieme questi dati indicano che la valutazione
della vasoreattivita dell’endotelio coronarico pud servire come un
indicatore integrativo dello stress imposto dai vari fattori di rischio
cardiovascolare sulla parete arteriosa e fornisce informazioni chiave
sia come marcatore diagnostico che prognostico in pazienti a rischio
CAD [21].

Un ruolo chiave nel controllo dell’omeostasi vascolare da
parte dell’endotelio ¢ esercitato dalla produzione costitutiva di una
importante sostanza vasodilatatrice: 1’0ssido nitrico (NO). Questo ¢
prodotto dal catabolismo della L-arginina ad opera di un enzima

costitutivo chiamato NO-sintetasi (NOS) [22] sotto lo stimolo di



sostanze ad azione agonista sull’endotelio, quali acetilcolina,
bradichinina, sostanza P, serotonina e altre che agiscono su recettori
specifici e in risposta a stimoli meccanici quali lo stress esercitato dal
flusso sanguigno sulla parete vascolare. 1l NO diffonde rapidamente
verso le sottostanti cellule muscolari lisce determinando rilasciamento
attraverso 1’aumento intracellulare di ¢cGMP e la conseguente
riduzione del calcio intracellulare. L’endotelio produce anche altre
sostanze vasodilatanti, quali la prostaciclina (che pero é una sostanza
non prodotta in modo specifico dalle cellule endoteliali) e un fattore
iperpolarizzante (EDHF) [22]. Quest’ultima sostanza sembra
rappresentare un meccanismo vasodilatante di compenso ad una
ridotta biodisponibilita di NO. Tutti i principali fattori di rischio
cardiovascolare, inclusi il diabete mellito e 1’obesita sono
caratterizzati dalla presenza di disfunzione endoteliale [17]. In queste
condizioni, infatti, e stato ampiamente documentato che la
vasodilatazione endotelio-dipendente  (sia  flusso-mediata che
attraverso la stimolazione recettoriale) e ridotta sia a livello del circolo
periferico che coronarico.

La principale caratteristica della disfunzione endoteliale non e
rappresentata soltanto dalla ridotta vasodilatazione endotelio-
dipendente, quanto dalla ridotta biodisponibilita di NO. I maggiori
fattori di rischio cardiovascolare portano anche alla produzione di
sostanze ad azione vasocostrittrice da parte delle cellule endoteliali
attivate, prodotte generalmente dall’azione della ciclossigenasi

sull’acido arachidonico ¢ al momento identificate come prostanoidi



(trombossano A, e prostaglandina H;) e soprattutto come radicali
liberi dell’ossigeno che oltre a causare vasocostrizione, distruggono il
NO, riducendone quindi la biodisponibilita [22].

Crescenti evidenze suggeriscono un ruolo cruciale del NO
anche come mediatore anti-inflammatorio e antitrombotico, poiché
riduce I'espressione di molecole di adesione ICAM-1 e chemochine
(MCP-1) a livello endoteliale, coinvolti nella migrazione dei monociti
verso la tonaca intima nel sito della formazione della placca, poiche
inibisce I’attivazione, adesione e aggregazione piastrinica [23], e pro-

trombotiche come PAI-1) [24].

1.2.1 Diabete, obesita e disfunzione endoteliale

Studi sull’uomo suggeriscono un ruolo primario della
disfunzione endoteliale nella genesi della resistenza insulinica:
un’alterata vasodilatazione flusso-mediata e stata rilevata in
familiari di primo grado normotesi di diabetici di tipo 2 [26-29];
anormalita nella reattivita micro- e macrovascolare sono state
riportate in individui a rischio per diabete mellito di tipo 2 con
curva da carico di glucosio ancora nei limiti di norma [30]. In
presenza di conclamata insulino-resistenza é stata documentata
una ridotta risposta alla bradichinina e all’acetilcolina sia nei vasi
di grosso calibro sia nella microcircolazione, sebbene questa
associazione non sia stata univocamente confermata [31,32]. Il

legame tra insulino-resistenza e disfunzione endoteliale sembra
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essere piu consistente quando I’insulino-resistenza si associa a
un qualsiasi elemento della sindrome metabolica. Una ridotta
produzione/attivita di NO e stata riscontrata in pazienti con
ipertensione arteriosa, con ipertrigliceridemia, bassi livelli di
colesterolo HDL, obesita addominale, elevati livelli di acidi grassi
liberi e citochine infiammatorie [33-37]. Numerosi studi clinici
hanno dimostrano che anche 1’obesita ¢ caratterizzata da disfunzione
endoteliale [38]. In questo caso puod essere indotta con meccanismi
indiretti attraverso le condizioni patologiche frequentemente associate
ad essa, come I’ipertensione arteriosa, il diabete mellito e la
dislipidemia, condizioni caratterizzate di per sé da una ridotta
funzione endoteliale (Figura 2). Meccanismi diretti sono rappresentati

da ormoni, citochine e prodotti del metabolismo dei lipidi [39].

FFA

. IL-1
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TNF-«
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*Adiponeclina
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Iperinsulinemia Resistina? Disfunzione Endoteliale
¥ Adiponectina

\ Ipertensione arteriosa
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\ Alterazione coagulazione
Eventi cardiovascolari

Figura 2. Meccanismi diretti e indiretti di relazione tra obesita,
insulino-resistenza, disfunzione endoteliale ed eventi cardiovascolari.
FFA= acidi grassi liberi; IL=interleuchina; TNF=fattore di necrosi tumorale
[17].

. . —
Insulino-Resistenza
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Le adipochine prodotte dagli adipociti potrebbero essere
direttamente responsabili della disfunzione endoteliale associata
all’obesita. Le principali adipochine coinvolte sono la leptina, la
resistina e 1’adiponectina. La leptina ¢ una proteina prodotta dagli
adipociti e rilasciata nel torrente circolatorio in maniera direttamente
proporzionale al volume di tessuto adiposo. A livello del sistema
nervoso centrale la leptina svolge numerose azioni quali I’induzione
della perdita di peso attraverso la riduzione del senso dell’appetito ¢
I’incremento della spesa energetica. Il ruolo della leptina sulla
funzione endoteliale, sebbene recentemente ipotizzato, non é ancora
definitivamente chiarito ed i risultati sono discordanti. Infatti, alcuni
studi in vitro hanno dimostrato che la leptina induce un aumento dello
stress ossidativo a livello delle cellule endoteliali [40]. Inoltre é stato
anche osservato che la leptina sarebbe in grado di stimolare la
secrezione di numerose citochine proinfiammatorie, quali TNF-a e
I’interleuchina IL-6, le quali a loro volta inducono disfunzione
endoteliale [41]. Al contrario, Lembo et al. [42] e Vecchione et al. [43]
hanno dimostrato un’azione vasodilatante da parte della leptina
attraverso la produzione di EDHF. Alla luce di questi dati, il ruolo
della leptina sulla disfunzione endoteliale legato all’obesita necessita
di ulteriori chiarimenti. La resistina ¢ un’adipochina prodotta durante
I’adipogenesi e inibisce 1'uptake di glucosio nelle cellule muscolari
scheletriche[44]. E stato recentemente dimostrato che nelle cellule

endoteliali incubate con la resistina ricombinante umana si ha

12



un’aumentata produzione di endotelina-1 ed espressione di molecole
di adesione VCAM-1 e MCP-1 [45]. Anche se sono necessari ulteriori
studi per confermare il significato biologico degli effetti vascolari
della resistina, i dati disponibili suggeriscono un ruolo diretto da parte
di questa adipochina sulla parete vascolare. Decisamente piu
consistenti sono i dati relativi al ruolo dell’adiponectina sulla parete
vascolare. Questa adipochina, specificamente espressa negli adipociti
differenziati, svolge un’azione antagonista fisiologico nei riguardi
delle altre sopra citate molecole. L’adiponectina stimola la sensibilita
insulinica favorendo la traduzione del segnale intracellulare per
I’insulina [46]. Studi sperimentali hanno dimostrato che 1’adiponectina
stimola la produzione di NO attraverso un processo di fosforilazione
dell’enzima NOS endoteliale [47]. A conferma di cio, a livello del
microcircolo dell’avambraccio di pazienti ipertesi ¢ stata osservata
una significativa correlazione diretta tra i livelli plasmatici di
adiponectina e vasodilatazione endotelio-dipendente [48]. Questa
adipochina inoltre inibisce [’adesione monocitaria riducendo
I’espressione delle molecole di adesione sulla parete vascolare,
inibisce la trasformazione macrofagica e riduce la proliferazione e la
migrazione delle cellule muscolari lisce. Questi risultati indicano le
importanti proprieta anti-aterosclerotiche e protettive della parete
vascolare svolte dall’ adiponectina. Poiché nell’obesita/insulino-
resistenza la produzione e [Dattivita dell’adiponectina sono
notevolmente ridotte, € intuitivo comprendere come in queste

condizioni si osservi uno shilanciamento dei meccanismi che regolano
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I’omeostasi vascolare a favore di tutti quei fattori che favoriscono e
promuovono la disfunzione endoteliale e quindi il processo

aterosclerotico (Figura 2).

1.3 Rimodellamento vascolare patologico

La parete vascolare € continuamente esposta a forze
emodinamiche come la pressione luminale o la tensione esercitata dal
flusso sanguigno, le cui alterazioni fisiopatologiche portano a
modificazioni funzionali e/o strutturali della parete vascolare [49]. Il
rimodellamento vascolare patologico, caratteristica condivisa da tutti i
fattori di rischio cardiovascolare, & un processo cronico multifattoriale
che consiste in cambiamenti della componente cellulare e non, della
parete vascolare, responsabili delle alterazioni funzionali e strutturali
della stessa. Nel rimodellamento vascolare giocano un ruolo
patogenetico fondamentale non solo i cambiamenti nelle forze
emodinamiche, ma anche i processi infiammatori sia locali che
sistemici, I’alterazione dei componenti della matrice extracellulare e il
danno vascolare [50,51]. L’interazione dinamica fra fattori di crescita,
sostanze vasoattive e stimoli emodinamici, le cui modificazioni
prolungate nel tempo portano ad una risposta iniziale di tipo
adattativo, sono poi responsabili di disordini vascolari e circolatori
dando inizio a due meccanismi centrali: la disfunzione endoteliale e
I’attivazione delle cellule muscolari lisce vascolari. E’ largamente

accettato e riconosciuto che il rimodellamento vascolare & un
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importante determinante di patologie vascolari quali 1’ipertensione,
I’aterosclerosi, la restenosi e gli aneurismi [49].

Il tipo di rimodellamento cui va incontro la parete vascolare
puo variare in base alla patologia che lo genera: si ha un cambiamento
strutturale della tonaca media durante I’ipertensione [52-56] (Figura
3), un rimodellamento verso 1’esterno definito “outward” durante
I’aterosclerosi, perché il vaso compensa la crescita interna della placca
post-ponendo la progressione della lesione ad una stenosi che limiti il
flusso sanguigno. Durante la restenosi, che avviene solitamente in
seguito ad un intervento di rivascolarizzazione, I’iperplasia della
tonaca intima e un rimodellamento costrittivo generano un

restringimento del lume del vaso.
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Figura 3. Diagramma che mostra le caratteristiche del
rimodellamento patologico e i suoi effetti sulla massa e sul lume della
parete vascolare durante varie condizioni fisiopatologiche [54].
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La risposta inflammatoria, meccanismo chiave
dell’aterosclerosi [53], porta cambiamenti funzionali nelle cellule
endoteliali (EC), linfociti T, macrofagi derivati dai monociti e cellule
muscolari lisce vascolari (VSMC) [20,50]. L’attivazione di tali cellule
genera un ampio spettro di idrolasi infiammatorie, citochine,
chemochine, molecole di adesione e fattori di crescita che si
aggiungono all’accumulo lipidico ed alla proliferazione di VSMC e
fibroblasti, nonché a interazioni intercellulari dirette. Studi
immunoistochimici hanno dimostrato una infiltrazione ed accumulo di
linfociti T attivati in lesioni aterosclerotiche precoci e complicate. Le
cellule dendritiche (DC), cellule presentanti I’antigene, sono presenti
nella tonaca intima e avventizia delle arterie umane, come parte di un
organo linfoide associato al tessuto vascolare (VALT), con il compito
di ispezionare il microambiente alla ricerca di antigeni potenzialmente
dannosi che devono poi presentare ai linfociti per dare inizio alla
risposta immunitaria adattativa [57]. La maggior parte delle DC che si
trovano nelle lesioni aterosclerotiche, si localizzano nella neointima
insieme a linfociti T, cellule NK, mastociti e cellule muscolari lisce
neointimali [58-60]. Lo stesso tipo di composizione cellulare é stato
trovato in campioni sperimentali di risposta acuta al danno arterioso
[61,62]. In questo contesto attivo dal punto di vista immuno-
inflammatorio, le VSMC sono stimolate e mostrano un’alterata
espressione di fattori di trascrizione, fattori di crescita, geni che
regolano 1’apoptosi, integrine, proteasi, acquisiscono la capacita di

proliferare, migrare e secernere grandi quantita di proteine della
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matrice extracellulare [63,64]. E’ stato inoltre dimostrato che la

disfunzione endoteliale stimola la migrazione e I’adesione delle DC

all’endotelio [65].

1.4 Infiammazione e immunita adattativa

Molti lavori preclinici e clinici hanno dimostrato che
I’aterosclerosi ¢ guidata da un processo infiammatorio cronico
all’interno della parete vascolare, cui partecipano attivamente anche
cellule dell’immunita innata ed adattativa, come le DC e i linfociti T
[66,67]. La disfunzione endoteliale € senza dubbio il primo evento
patogenetico. Le EC in risposta a citochine inflammatorie come TNF-
o, IFN-y e IL-1 prodotte da macrofagi e linfociti, aumentano
I’espressione di molecole di adesione e secernono a loro volta
citochine e chemochine (vedi tabella 1) con cui richiamano i leucociti

contribuendo al rimodellamento vascolare patologico [68].

Cytokine Stimutus Cellular targets' Relevance
IL-1 IL-1, TNF, LPS  Various, Ly, Mo Inflammation; acute phase response; hematopoiesis
IL6 IL-1, TNF, LPS,  Various, Ly Acute phase response; hematopoiesis
IL4
IL8 IL-1, TNF, LPS  Neu, Ba, Ly, melanoma  Leukocyte recruitment
Groa IL-1, TNF Neu, melanoma Leukocyte recruitment
MCP IL-1, TNF, LPS, Mo Leukocyte recrutiment
MM-LDL, IL+4
G, GM, M-CSF  IL-1, TNF Neu, Eo, Mo Hematopoiesis; leukocyte recruitment and activation;

Tabella 1. Citochine prodotte dalle cellule endoteliali che
richiamano e attivano i leucociti. Ly=linfociti; MO=monociti;
Neu=granulociti neutrofili; Ba=basofili; Eo=eosinofili [68].
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E’ stato dimostrato che TNF-o e IFN-y possono alterare la
distribuzione dei complessi caderina-catenina endoteliali e prevenire
la formazione delle fibre dello stress composte da actina F [69]. TNF-
o aumenta inoltre le concentrazioni citoplasmatiche del calcio e attiva
la catena leggera della miosina e RhoA che distruggono le giunzioni
endoteliali [70]. Tali eventi determinano una rimodulazione dei
legami intercellulari, con perdita della funzione di barriera endoteliale,
espressione di chemochine e molecole di adesione che facilitano il
“rolling” e la trasmigrazione nella parete vascolare di granulociti
neutrofili [71] , monociti [72] e linfociti T. Nella tonaca intima i
leucociti possono essere permanentemente attivati dalle citochine
generate localmente, in particolare IFN-y che pud aumentare
I’espressione del recettore “scavenger” per la fosfatidilserina e le LDL
ossidate (oxLDL) SR-PSOX [73], coinvolto nell’assorbimento delle
oxLDL, permettendo cosi la trasformazione dei macrofagi in cellule
schiumose [74]; ha inoltre un ruolo fondamentale nell'instabilita e
nella rottura della placca [75]. E’ stato dimostrato inoltre che le
citochine pro-aterogene IFN-y e IL-1f inibiscono 1’espressione del
trasportatore ATP dipendente di tipo Al, responsabile dell’efflusso
del colesterolo (ABCAL), mentre citochine anti-aterogene incluse IL-
10 e TGF- B1, ne promuovono I’espressione [76]. IFN-y puo essere
considerato un ponte molecolare fra I’attivita immunitaria e il
metabolismo lipidico. Ad uno stadio piu avanzato della lesione
aterosclerotica, le citochine pro-inflammatorie destabilizzano la placca

promuovendo [’apoptosi cellulare e la degradazione della matrice
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extracellulare (Figura 4). L’apoptosi dei macrofagi comporta la
formazione di frammenti cellulari che contribuiscono ad accrescere il
nucleo lipidico della lesione, mentre quella delle VSMC e
responsabile dell’assottigliamento del cappuccio fibroso, favorendo la

rottura della placca stessa [77-79].

Vascular cell Leukocyte
activation activation
Leukocyte
recruitment 3 .
” Development Foam ce
formation
Endothelial
dysfunction
Oxidative stress
Coagulation )
activation Apoptosis (SMC,
macrophages)
Reduced TIMP
Inhibition of

activity/expression
collagen synthesis

Increased MMP
activity/expression

Figura 4. Effetti delle citochine sulla progressione
dell’aterosclerosi e sulla destabilizzazione della placca.

Sono molte le citochine che riescono ad indurre I’apoptosi dei
macrofagi e delle VSMC, in particolare 1’associazione fra IL-1, TNF-
o e IFN-y e inoltre FAS e il suo ligando [80]. Le citochine pro- e anti-
inflammatorie sono coinvolte significativamente nel regolare
I’espressione delle metalloproteasi della matrice extracellulare
(MMPs) e i loro inibitori, agendo in sinergia con fattori di crescita o

lipidi ossidati, nell’indurre un sostanziale rimodellamento di molte
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componenti della matrice extracellulare [81]. Ad esempio, IFN-y
inibisce la sintesi del collagene [82] mentre IL-1 e TNF-o inducono
una forte espressione di MMP-1, -3, -8, e -9 da parte delle cellule
vascolari. La citochina IL-4, secreta dai linfociti Th2, inibisce la
produzione della maggior parte di MMPs da parte dei macrofagi [83]
e induce la produzione dell’elastasi MMP-12 [84]. Infine IL-1 e TNF-
o possono alterare profondamente le proprieta antitrombotiche delle
EC [85]. IL-1 e TNF-a. aumentano I’attivita pro-coagulante tissutale e
sopprimono  quella  anticoagulante  mediata dal sistema
trombomodulina-proteina C, diminuendo la trascrizione dei geni per la
trombomodulina e per il recettore della proteina C. La regolazione
negativa dei mediatori anticoagulanti puo cosi interessare il processo
inflammatorio. La citochine pro-inflammatorie modificano le
proprieta fibrinolitiche delle EC diminuendo la produzione
dell’attivatore tissutale del plasminogeno e aumentando la produzione
del suo inibitore PAI-1 [86]. Come risultato finale le citochine
proinfiammatorie possono far precipitare la lesione nella formazione
di un trombo e promuovere lo sviluppo della sindrome coronarica
acuta.

Dal punto di vista immunitario, esami istologici di lesioni
aterosclerotiche dimostrano la presenza di linfociti T CD4" helper
(Th), ma anche linfociti citotossici CD8" (Tc) e linfociti T regolatori
(Treg). Le cellule T presenti nelle lesioni, sebbene rappresentino una
minoranza rispetto alle cellule monocitoidi, possono influenzare

profondamente il corso della patologia esercitando effetti opposti:
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quelle pro-infiammatorie e Thl-correlate promuovono lo sviluppo e la
progressione della patologia, mentre quelle anti-inflammatorie e le
cellule T regolatorie esercitano attivita anti-aterogena [87,88]. Topi
SCID, privi di linfociti T e B per blocco precoce della maturazione
linfocitaria dai precursori midollari, se re-infusi con linfociti Th CD4"
allogenici, accelerano 1’aterosclerosi [89] promuovendo I'espansione
di cellule Th a discapito di una limitata attivita delle Treg [90]. Una
carenza di CXCL10, arricchisce invece la popolazione Treg nella
parete arteriosa portando ad una riduzione della patologia [91]. A
questo  proposito € interessante notare che una dieta
ipercolesterolemica indotta nell’animale da esperimento, limita
profondamente la popolazione e la funzionalita delle cellule Treg nelle
lesioni aterosclerotiche [92], mentre  una  correzione
dell’ipercolesterolemia impedisce la perdita delle Treg e ne conserva
la funzione. Questi dati suggeriscono che I'abbassamento del
colesterolo possa influenzare, almeno in parte, [’aterosclerosi
modificando la distribuzione e I'attivita delle popolazioni di cellule T
all'interno parete arteriosa. L'impatto profondo delle cellule T nell’
aterosclerosi correla con la loro funzione nella modulazione
immunitaria. Frammenti istologici di lesioni aterosclerotiche
dimostrano co-localizzazione di cellule T, con cellule presentanti
I'antigene ed esprimenti MHC di classe 1l come le cellule dendritiche
e 1 macrofagi [87]. Questi risultati sono in linea con modelli di
immunita adattativa in cui le cellule T diventano attivate attraverso

I'interazione con cellule presentanti l'antigene. Queste ultime sono
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tipicamente cellule dendritiche mature che hanno un’alta densita
superficiale di antigeni MHC necessari per la conversione delle cellule
T “naive” a cellule effettrici/memoria che propagano I'immunita
adattativa. Percio relativamente poche cellule Th e dendritiche hanno
la capacita di promuovere l'espansione dell’immunita adattativa.
Modelli classici di transizione dell’immunita da innata (immediata) ad
adattativa (a lungo termine) comportano la migrazione di cellule T e
cellule dendritiche mature verso organi linfoidi secondari, dove la
presentazione dell'antigene da parte delle cellule dendritiche nei
confronti delle cellule T permette la loro differenziazione e
attivazione. Una componente chiave di questo processo ¢ il recettore
CCRY7, necessario per la co-localizzazione e l'interazione fra cellule
dendritiche e cellule-T negli organi linfoidi. Pertanto, una carenza di
CCR7 comporta difetti nel passaggio della risposta immune da innata
ad adattativa, e questo paradigma si estende all’aterosclerosi [87].
Topi privi di CCR7 su un background privo del recettore LDL,
presentano una riduzione del 50% nella formazione di lesioni
aterosclerotiche [93], senza alcun impatto sui livelli di colesterolo
dipendenti dall’assenza di CCR7. Nelle lesioni, la mancanza di CCR7
era associata ad un ridotto contenuto di macrofagi e,
sorprendentemente, un aumento del numero di cellule dendritiche e
cellule T [93]. Questi ultimi due tipi cellulari erano assenti da
linfonodi di topi privi di CCR7, suggerendo che l'aterosclerosi dipenda
da un traffico di cellule T e cellule dendritiche tra la parete del vaso e

organi linfoidi secondari.
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Concludendo, queste osservazioni indicano che la patogenesi
dell’aterosclerosi debba essere ri-definita, includendo anche il ruolo

degli organi linfoidi secondari [87].

1.5 Cellule dendritiche

Le cellule dendritiche, originariamente descritte da Steinman e
Cohn nel 1973, sono cellule presentanti 1’antigene (APC) che
svolgono un ruolo fondamentale nella risposta immunitaria [50]
(Figura 5). Le DC sono specializzate nella cattura dell’antigene e sono
le cellule piu potenti nell’indurre e regolare una risposta immunitaria
mediata da linfocita T, stimolando non solo cellule T della memoria

ma soprattutto linfociti T “naive” (vergini) e linfociti B.

Figura 5: Cellule dendritiche in coltura. Foto al microscopio
ottico, 200x

In vivo le DC derivano da cellule staminali del midollo osseo

CD34" (Figura 6) che, con opportune citochine, possono evolversi in
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monoblasti, promonociti e una volta nel sangue in monociti (CD11c",
CD14%), oppure diventare pro-linfociti e linfociti [94-96]. Dalla linea
monocitaria deriva una forma intermedia di DC (CD11c*/ CD14") che
poi si differenzia nella forma immatura mieloide (CD11c’/ BDCA3"/
DC-SIGN™) ed in seguito nella matura mieloide CD11c*/ BDCA1-3"/
CD14/ CD123/ HLADR" che secerne IL-12. Dalla linea CD34"
linfoide originano le DC plasmacitoidi: CD147/ CD11c/ CD123"/

BCA2-4"/ CD62L"/ Langerin [94].
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Figura 6. Origine e sviluppo delle varie sottopopolazioni di cellule
dendritiche umane . | progenitori CD34", sia mieloidi che linfoidi, si
trovano nel midollo osseo e nel sangue e danno luogo alle rispettive DC in
risposta a stimoli diversi. Le popolazioni di DC interstiziali e di Langerhan si
trovano nei siti all’interfaccia con ’ambiente esterno; le DC plasmacitoidi
negli organi linfoidi in corrispondenza delle zone dei linfociti T, nel timo e
nel sangue [94].
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Sia le cellule dendritiche mieloidi che plasmacitoidi
attraversano vari stadi di differenziazione sia fenotipica che funzionale
[94-96]: passano da cellule progenitrici (prima fase) a cellule
dendritiche immature (seconda fase) e infine a cellule dendritiche
mature (terza fase). Le cellule CD34" circolanti sono cellule con
caratteristiche di staminalita e pertanto non esprimono antigeni
specifici per cellule differenziate come le dendritiche. Le cellule
dendritiche immature sono ampiamente distribuite nell’organismo,
tuttavia, in qualunque parte dello stesso, rappresentano circa lo 0.1-
1% delle cellule mononucleate del sangue. Le cellule dendritiche
immature, ad esempio quelle della cute (di Langerhans), contengono
strutture specifiche: i granuli di Birbeck e il sistema tubulo-
vescicolare (I’apparato di Golgi molto esteso con numerosi vescicole
endosomiali) [97,98]. E’ stato evidenziato che queste strutture sono
coinvolte nel riconoscimento dell’antigene e nel trattamento
dell’informazione raccolta dal microambiente extracellulare [96,97].
Tuttavia, non tutte le DC immature contengono i granuli di Birbeck; di
solito tali cellule in letteratura vengono chiamate “cellule dendritiche
interstiziali”. Le popolazioni di DC interstiziali e di Langerhans si
trovano nei siti all’interfaccia con 1’ambiente esterno e sono indicate
come DC mielodi. Le DC plasmacitoidi si trovano invece negli organi
linfoidi in corrispondenza delle zone dei linfociti T, nel timo e nel
sangue. Lo sviluppo dei differenti tipi di cellule dendritiche e regolato

dalla presenza nel microambiente delle varie citochine: TNF-a,

TRANCE/RANK, IL-4, GM-CSF, TGF-$ ed il ligando FIT-3
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[33,99,100]. La funzione principale delle cellule dendritiche nella

risposta immunitaria cellulo-mediata ¢ quella di presentare epitopi
antigenici ai linfociti T e B [96,101,102] attraverso due stati funzionali
diversi: 1) cellula immatura; 2) cellula matura. Le cellule dendritiche
immature, che si trovano negli organi periferici, hanno la capacita di
riconoscere antigeni sia solubili che particolati, nonché microrganismi
che inglobano mediante fagocitosi e macropinocitosi e poi processano
in epitopi per ri-esporli sulla loro superficie cellulare mediante le
molecole HLA-DR. In questo stadio non sono ancora capaci di
presentare gli epitopi antigenici ai linfociti perché mancano di tutti i
segnali di membrana necessari per la loro attivazione. Una volta
processato 1’antigene, ricevono segnali che promuovono la migrazione
attraverso i vasi linfatici alla volta dei tessuti linfoidi secondari come
la milza e i linfonodi. Durante questo percorso le DC immature
subiscono significativi cambiamenti strutturali, morfologici e
funzionali. Quelli strutturali sono la perdita del sistema tubulo-
vescicolare e dei granuli di Birbeck, mentre il cambiamento
morfologico consiste nella trasformazione di sottili prolungamenti
endoplasmatici nei cosiddetti “veli” tali da conferire loro il nome di

“cellule velate” [96,101]. Negli organi linfoidi le cellule velate entrano
nella fase finale del loro sviluppo che permette loro di diventare DC
mature, con caratteristiche funzionali diverse e specializzate [96,101].
Con la maturazione le DC perdono la capacita di riconoscere ed
inglobare gli antigeni, ma sono fortemente capaci di attivare le cellule

T. Per questo processo aumentano l’espressione sulla membrana di
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alcune molecole chiave nell’interazione tra APC e linfociti: molecole
di adesione (ICAM-1, ICAM-3, LFA-3), molecole del sistema HLA
(HLA-DR, -DQ, -DP), il marker di maturazione specifico CD83 [96] e
molecole di co-stimolazione (CD40, CD80, CD86) [50,96,102,103], le
quali interagendo con il proprio ligando presente sui linfociti T
(CD28, CTLA-4, CDA40L), forniscono il “secondo segnale”
indispensabile per indurre al momento del riconoscimento antigenico
una risposta proliferativa dei linfociti [94-96]. In mancanza di una
sufficiente co-stimolazione le cellule T perdono la loro completa
capacita di attivarsi e possono andare incontro a morte cellulare e/o
apoptosi. DC mature esprimono inoltre alti livelli di proteine che
controllano il fattore trascrizionale NF-kappa B come Rel A/p65, Rel
B, Rel C, p50 e p52. Tali proteine regolano 1’espressione di geni
codificanti proteine immunitarie o inflammatorie. L’inibizione della
traslocazione nucleare di NF-kappa B blocca la maturazione delle DC
prevenendo 1’induzione della differenziazione linfocitaria. In siti di
inflammazione, quali le placche aterosclerotiche instabili, la presenza
e lattivita delle DC mature & correlata alla cronicizzazione del
processo infiammatorio [104]. Le DC mature mieloidi CD11%c/
BDCA1-3*/ CD14/ CD123/ HLADR" producono un vasto numero di
citochine, tra cui IL-12, che ha la funzione di promuovere una risposta
immunitaria di tipo citotossico attraverso la differenziazione delle
cellule THO in cellule THZ, che rilasciano IFN-y e IL-2. Recentemente
e stato dimostrato che durante il riconoscimento antigenico, i linfociti

T-helper attivano le DC mediante I’interazione CD40-CD40L e le DC
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cosi attivate sono capaci di stimolare una risposta T-killer e secernere
IL-12 [103]. Le DC sono capaci anche di indurre tolleranza, mediante
la differenziazione dei T naive-helper (ThO) verso T-helper 2 0 verso
cellule T reg [96]. Le DC mieloidi (mDC) sono molto efficienti nella
presentazione degli antigeni alle cellule T. Le pDC sono in grado di
produrre una elevata quantita di interferone di tipo I, il quale svolge
un ruolo importante nella stimolazione dei linfociti T [105]. Inoltre,
svolgono un ruolo importante nella regolazione della formazione delle

plasmacellule che produce gli anticorpi [101] (Figura 7).
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Figura 7. Attivazione delle cellule immunocompetenti [106].

Le piu importanti proprieta delle DC sono quindi la capacita di
percepire stimoli ambientali (antigeni) e decidere il “destino” dei
linfociti T in risposta agli antigeni, e la loro capacita di migrare, che
permette ai linfociti T vergini di entrare in contatto con antigeni

periferici.
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1.6 Ruolo delle cellule dendritiche nelle complicanze
vascolari

Piu di 10 anni fa Bobryshev Y.V. e collaboratori [59,107,108]
hanno dimostrato per la prima volta che le DC si accumulano nelle
lesioni aterosclerotiche suggerendo quindi che possano svolgere un
ruolo importante nell’aterogenesi. Cio ha portato ad ipotizzare il loro
utilizzo come agente immunoterapico [107]. Infatti DC ottenute da
sangue periferico possono essere pulsate ex vivo cone una sospensione
di materiale derivante dalla placca aterosclerotica, per poi essere re-
infuse, una volta attivate, nel paziente [107].

Wick G e collaboratori hanno dimostrato la presenza di DC
immature nello strato sub-endoteliale gia nelle arterie sane di bambini
di 8 settimane fino a 10 anni di eta. Hanno quindi ipotizzato che
questa rete di DC fosse una sorta di tessuto linfoide secondario,
chiamato appunto tessuto linfoide associato ai vasi (VALT), con il
peculiare ruolo di controllare costantemente il microambiente
vascolare dalla presenza di antigeni [57]. Le DC presenti nei vasi
sanguigni si caratterizzano dalla presenza del sistema tubulo-
vescicolare e dei granuli di Birbeck [98]. E stato anche dimostrato che
la proteina-S100, prodotta dalle DC & intensamente presente nelle
lesioni aterosclerotiche [108]. Vi sono alcune differenze strutturali
nelle DC presenti nelle arterie, suggerendo eventuali differenze circa
la loro funzione nella parete arteriosa in processi patologici come
I’aterosclerosi. E’ noto che le DC aumentano di numero nelle lesioni

aterosclerotiche, rispetto ai vasi sani. La loro localizzazione risiede
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soprattutto nelle zone a rischio di rottura della placca aterosclerotica e
il loro numero aumenta all’aumentare della complicazione della
lesione [109]. Si € infatti dimostrato che in pazienti anginosi
sintomatici il numero di DC presenti all’interno delle lesioni
aterosclerotiche € significativamente superiore a quello dei pazienti
asintomatici [109]. Le DC appartenenti al VALT sono cellule
immature e quindi “sentinelle” per eventuali antigeni, mentre nella
lesione aterosclerotica sono state descritte come cellule mature, cioé
capaci di attivare i linfociti T e i Natural Kkiller (Figura 8). Nelle lesioni
aterosclerotiche le DC mieloidi riconoscono principalmente gli
eventuali antigeni, mentre le DC plasmocitoidi si specializzano nel
rilevamento di frammenti virali e hanno il potenziale unico di produrre
grandi quantita di interferone di tipo 1. Negli ateromi umani
’eccessiva produzione dell’interferone di tipo | determina una sovra-
regolazione delle molecole TRAIL [110] (le molecole chiave
dell’apoptosi) che svolgono il loro effetto citotossico portando

all’apoptosi le cellule residenti della placca.
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Figura 8. Reclutamento ed attivazione delle cellule T
nell’ateroma [25].

Nelle placche aterosclerotiche con assottigliamento del
cappuccio fibroso il numero delle DC & notevolmente aumentato,
specialmente nelle aree di neo-vascolarizzazione [59]. Li [109] ha
dimostrato che le DC ottenute da precursori circolanti di pazienti con
angina instabile, subiscono cambiamenti fenotipici e funzionali,
poiché esprimono maggiormente molecole co-stimolatorie, come il
CD86, e sono maggiormente capaci di stimolare i linfociti T [109]. E’
possibile poter identificare le due sottopopolazioni di DC, mieloidi e
plasmacitoidi, (mDC e pDC) mediante citometria a flusso, con

anticorpi monoclonali che riconoscono particolari antigeni selettivi di

31



superficie, BDCA-1 e BDCA-3 per mDC, e BDCA-2 e BDCA-4 per
le pDC. In questi ultimi anni sono stati fatti studi per enumerare le DC
circolanti in pazienti con CAD, allo scopo di poter trovare una
correlazione tra quantita (e qualita delle DC) e progressione della
malattia. | dati riportati sono per0 a volte controversi. Shi e
collaboratori [111], studiando pazienti con angina stabile, hanno
trovato un aumento delle mDC circolanti ma non delle pDC. Nello
studio di Van Vre A. [112] i pazienti ricoverati per angiografia
coronarica sono stati suddivisi in quattro gruppi: gruppo di controllo
(pazienti con dolore toracico ma senza coronarostenosi conclamata),
gruppo dei pazienti con CAD e con “stable-one vessel” in
coronoragrafia, gruppo con “stable-tre vessel” e gruppo con “unstable-
one vessel”. Oltre alla coronarografia ai pazienti sono stati misurati i
livelli di IL-6, IL-10, TNF-a e proteina C reattiva (PCR), per
analizzare se la disfunzione delle cellule endoteliali fosse correlabile
con le DC circolanti, suggerendo cosi il reclutamento delle DC nelle
arterie dei pazienti con CAD. Questo studio ha dimostrato che la CAD
documentata angiograficamente e associata ad una diminuzione del
numero di pDC e mDC circolanti rispetto al controllo sano, senza
alcuna differenza all’interno del gruppo con CAD.

Gli agenti farmacologici sono in grado di ridurre il numero
delle DC nelle placche aterosclerotiche instabili [113]. In particolare,
le statine sono in grado di stabilizzare la placca riducendo
significativamente il numero delle DC nella stessa. Al contrario, la

somministrazione di farmaci ipolipemizzanti e p-bloccanti ha

32



dimostrato un aumento delle mDC, ma non delle pDC. Nello stesso
lavoro inoltre Yilmaz e collaboratori hanno studiato in vitro gli effetti
di atorvastatina e simvastatina sulle DC. | loro risultati dimostrano che
questi farmaci sono in grado di modulare I’espressione dei marcatori
CDA40, CD83, CD86 e HLA-DR sia in DC immature che nelle mature,
di inibire I’endocitosi, la secrezione basale di citochine pro-
inflammatorie (IL-6, IL-8, IL -12 e TNF-a ) e la capacita di attivare i
linfociti T [113].

Le mDC e pDC sembrano poter influenzare in modo diverso
I’inflammazione durante 1’aterosclerosi. Era stato precedentemente
ipotizzato che i pazienti con disfunzione endoteliale potessero avere
un numero minore di DC circolanti. Invece Van Vré e collaboratori
hanno dimostrato che i pazienti con disfunzione endoteliale (diminuita
FMD) presentavano livelli significativamente pit elevati di BDCA-1"
DC (incremento del 37%) e lin/ HLADR" DC (incremento del 28%).
L’assunzione di aspirina, ACE-inibitori, calcio antagonisti non
modificava il numero delle DC circolanti, mentre le mDC
aumentavano in pazienti trattati con farmaci antidislipidemici e f-
bloccanti. Inoltre gli effetti della disfunzione delle cellule endoteliali e
CAD erano indipendenti e additivi. Questo studio suggerisce
I’implicazione di entrambe le pDC e mDC nell’aterosclerosi
sistemica, ma dimostra che le sottopopolazione di DC hanno una
diversa funzione: solo le mDC aumentano con la disfunzione
endoteliale o I'assunzione di B-bloccanti o farmaci ipolipemizzanti e

diminuiscono quando i livelli circolanti di IL-6 e PCR aumentano.
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Lo studio di Brussel [74] ha enumerato le sottopopolazioni di
DC, nei pazienti con CAD, mediante citometria a flusso, grazie agli
anticorpi monoclonali BDCA-1 e CD11c per le DC mieloidi e BDCA-
2, CD123 per le plasmacitoidi. I risultati dello studio hanno mostrato
che in pazienti con CAD il numero di DC circolanti diminuiva,
indipendentemente dal marcatore delle sottopopolazioni mieloidi o
plasmacitoidi utilizzato. Dopo I'attivazione in vitro delle cellule
isolate, i livelli di BDCA-2 erano diminuiti, mentre i livelli delle
CD1lc e CD123 erano aumentati. Cio implica che i rapporti di
espressione delle CD11c/BDCA-1 e delle CD123/BDCA-2 sono in
grado di determinare lo stato di attivazione delle DC. Confrontando
questi rapporti tra il gruppo di controllo e i pazienti con CAD non
sono state trovate differenze di attivazione delle DC circolanti in
entrambi i gruppi. Dato che CD11c¢/BDCA-1 e CD123/BDCA-2 sono
pit abbondantemente espressi sulle superfici delle DC circolanti
rispetto ad altri marcatori di attivazione tipici di DC mature, come
CD83, CD86 o CCR-7, utilizzare questo rapporto puo essere un
sistema semplice ed affidabile per determinare 1’attivazione delle DC
nel sangue periferico dei pazienti. Questo studio pertanto suggerisce
che lo stato di attivazione di tutti i sottogruppi di DC ha sempre
bisogno di essere verificato, in quanto una diminuzione di BDCA-2" o
CD123" delle pDC o un aumento di CD11c¢" delle mDC possono
essere dovuti all'espressione alterata di questi marcatori durante
I'attivazione delle cellule. Cioe una diminuzione di BDCA-2 delle

pDC puo essere dovuta a una sotto-regolazione d’espressione di
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questo marcatore durante l'attivazione delle DC, mentre il numero
effettivo di pDC non differisce tra i due gruppi (con CAD e controlli);
lo stesso vale per un aumento di CD11c" delle mDC o di CD123"

delle pDC.

1.7 Cellule dendritiche e diabete

Diversi studi suggeriscono I’importanza del ruolo delle DC
nella progressione della reazione infiammatoria che porta ad uno
sbilancio dell’immunita associata al diabete. Infatti negli esperimenti
con topi non obesi diabetici (NOD), Manirarora J.N. [114] ha
osservato che i livelli di IL-12 sono elevati e stimolano le cellule Thl-
che secernono IFN-y, coinvolte nello sviluppo del diabete. Al
contrario, la stimolazione delle DC nei topi NOD con lattobacilli
(batteri non patogeni rivolti verso i TLR2 con la capacita di indurre
DC tollerogeniche) favorisce preferenzialmente la produzione della
citochina anti-inflammatoria IL-10 a discapito di IL-12 e diminuisce

I’incidenza del diabete.

1.7.1 DC e diabete mellito di tipo | (DMT1)

Utilizzando il modello sperimentale animale di topi NOD,
Saxena e collaboratori [115] hanno evidenziato una attivita
compensatoria fra DC mieloidi e DC plasmacitoidi. In questo contesto
’ablazione (mediante tecnica transgenica) delle mDC CD11c’/

CD11b" porta ad una perdita dell’attivazione dei linfociti T, insulite e
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diabete mediato dai linfociti CD4", mentre le pDC modulano
negativamente I’insulite e la loro ablazione ne accelera la
progressione. Le mDC presentano pertanto un’importanza critica per
la stimolazione dei linfociti T CD4" naive, mentre le pDC controllano
la funzione dei CD4" nei tessuti. Gli autori di questo studio ipotizzano
che un “innate imbalance” in NOD tra mDC e pDC controlli il tempo
e lo sviluppo finale del diabete di tipo 1 nei topi diabetici e non obesi.
In uno studio recente, gli autori Surendar e Mohan [116] hanno
misurato i livelli serici di GM-CSF e hanno studiato lo stato di
attivazione delle DC nei pazienti con DMT2. I risultati mostrano che i
livelli di GM-CSF erano significativamente piu alti nei soggetti
diabetici rispetto ai soggetti sani; inoltre i livelli serici di GM-CSF
erano piu bassi nel gruppo di pazienti trattati con 1’insulina e farmaci
ipoglicemizzanti orali rispetto al gruppo trattato solo con farmaci
ipoglicemizzanti orali. Infine, maggiori livelli serici di GM-CSF erano
associati ad uno stato funzionale attivato sia delle mDC che delle
pDC. Secondo gli autori lo stato attivo di mDC e pDC nei soggetti
diabetici potrebbe essere dovuto ad un aumento dei livelli di GM-CSF
e di altre citochine pro-inflammatorie. Sebbene studi recenti si siano
concentrati sui ruoli dei vari tipi di cellule T regolatorie, le cellule
presentanti I’antigene, sono da tempo riconosciute come le cellule che
svolgono un ruolo centrale nella patogenesi/protezione delle malattie
autoimmuni perché sono in grado di attivare le cellule T effettrici o
cellule Treg [117]. Negli ultimi anni ha ricevuto una certa attenzione il

ruolo delle DC nella patogenesi del DMTL1. Recentemente e stato
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dimostrato un ruolo protettivo delle pDC nei topi NOD. In questi topi,
le pDC sono aumentate dopo il trattamento con GCSF, che protegge
contro il diabete. Gli studi sull'uomo sono piu limitati a causa della
mancanza di marcatori specifici e delle difficolta generali connesse
agli studi basati sui pazienti, come la variabilita individuale, le
differenze etniche, la variazione nel tempo e la disponibilita del
campione. Un primo studio ha suggerito che i pazienti con DMT1
presentavano un aumento nel numero di pDC rispetto ai controlli sani
[118], mentre un altro studio non ha trovato nessuna differenza nel
numero delle DC tra i pazienti con DMT1 e controlli [119].
Recentemente sono state evidenziate due nuove sottofamiglie di DC
mieloidi. 1l sottogruppo mDC1 é positivo per BDCA-1 (CD1c),
mentre il sottogruppo mDC2 é positivo per BDCA-3. Chen e colleghi
[120] hanno studiato tre sottogruppi di DC circolanti: pDC, mDC1 e
mDC2 in 72 pazienti con DMTL1 e in 75 soggetti sani. Questo studio
ha osservato che la frequenza di pDC nel sangue risultava essere
negativamente correlata con I’eta dei soggetti in entrambi 1 gruppi (sia
sani che diabetici), mentre la frequenza di mDC1 e mDC2 non era
significativamente cambiata con 1’eta dei soggetti. Inoltre, la
frequenza media di pDC nel sangue era, dopo I’aggiustamento per eta,
significativamente piu bassa nel gruppo con diabete di tipo 1 rispetto
al soggetti sani, mentre nessuna differenza era stata osservata per
mDC1 e mDC2 tra DMTL1 e gli stessi. | pazienti con DMT1
presentavano una percentuale minore di pDC e maggiore di mDC1 tra

la popolazione totale di DC nel sangue rispetto ai soggetti sani. Questi
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risultati indicano che la frequenza di pDC nel sangue e il rapporto di
pDC/mDC1 sono negativamente associati con DMTL1. Una carenza in
pDC sembra essere una caratteristica comune delle malattie
autoimmuni. Ad esempio, il numero di DC e pDC (BDCA-2'/
CD123"/ HLADR") ¢ risultato significativamente inferiore nei
pazienti con lupus eritematoso sistemico rispetto ai controlli [121]. Le
pDC ridotte nel sangue riflettono la gravita della malattia
inflammatoria nella nefrite lupica [122]. Pertanto, non & ancora chiaro
se la riduzione delle pDC osservata nel sangue periferico di pazienti
con DMT1 e una conseguenza del diabete o un difetto che puo
contribuire allo sviluppo del diabete. Analisi di pDC degli studi
prospettici aiuteranno a rispondere a questa domanda. E stato
dimostrato che le pDC, oltre ad avere una funzione immunogenica,
possono anche avere una funzione tollerogenica. Il numero delle pDC
inferiore trovate nei pazienti diabetici suggerisce che le pDC possono
giocare un ruolo importante nella patogenesi del DMT1. Gli studi nei
topi NOD, come é gia stato indicato, hanno mostrato che la perdita
delle pDC ¢ associata con un’ accelerazione di insulite [123], mentre
un aumento delle pDC mediante trattamento con GCSF e correlato
con una ridotta incidenza del diabete in topi NOD [115].

Le cellule mDC sono potenti stimolatori della proliferazione
delle cellule T, mentre le pDC sono in grado di attivare cellule T
regolatorie. Sara interessante determinare se lo squilibrio delle pDC
rispetto alle mDC nei pazienti con DMT1 osservato nello studio di

Chen [120], contribuisca alla funzione di soppressione ottimale della
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proliferazione delle cellule T nei pazienti con diabete mellito. Inoltre,
il trattamento di topi NOD normoglicemici con DC ottenute dal
midollo osseo e geneticamente modificate per esprimere interleuchina
4 (IL-4) riduce la comparsa di iperglicemia in un numero significativo
di animali [122]. Tuttavia, il meccanismo attraverso cui le DC
esprimono IL-4 e la sua funzione nella prevenzione del diabete
autoimmune e se questo trattamento puo invertire la malattia in topi
NOD pre-diabetici non sono noti. Lo studio ha evidenziato che il
trattamento con le DC modificate per esprimere IL-4 in topi NOD sia
normoglicemici che prediabetici € un trattamento efficace per il
diabete di tipo 1. Nel modello di topo NOD, I’insulite inizia in genere
intorno a 3-4 settimane di eta e il diabete si verifica nel 60-80% tra i
topi. Anche se molti interventi sono efficaci nel prevenire il diabete in
topi piu giovani, non ¢ possibile prevenire 1’insorgenza del diabete nei
topi NOD anziani con insulite piu avanzata. Lo studio Ruffner [122]
ha indagato il potenziale terapeutico delle DC in fasi successive della
progressione della malattia nei topi prediabetici NOD. | risultati
dimostrano che il trattamento dei topi con DC modificate
geneticamente per sovra-esprimere 1L4 (DC/sIL4) previene la
comparsa del diabete in topi NOD normoglicemici di 12 settimane.
Inoltre, le DC/sIL4 inoculate in topi prediabetici NOD di 12-16
settimane, diminuivano il numero di topi che progredivano verso il
diabete e diminuivano ’infiltrato di cellule mononucleate nelle isole
pancreatiche. Collettivamente, i dati di Ruffner dimostrano che

I’inoculo di DC/sIL-4 previene la distruzione delle isole negli stadi piu
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avanzati della insulite attraverso la modulazione delle risposte mediate
dalle cellule T. Questa e la prima dimostrazione che DC/sIL-4 sono in
grado di prevenire l'insorgenza della malattia in una fase tardiva della
insulite, e inoltre, suggerisce che questo approccio possa essere

clinicamente rilevante per il diabete di tipo 1.

1.7.2 Cellule dendritiche e diabete mellito di tipo 2 (DMT?2)

La produzione del TNF-a da parte delle DC agisce in maniera
autocrina per regolare la loro maturazione e promuove inoltre la
risposta inflammatoria. Corrales e colleghi [123] hanno confrontato il
numero dei monociti circolanti e delle sottopopolazioni di DC, nonché
la loro capacita di produrre le citochine infiammatorie IL-1, IL-6, e
TNF-o nei pazienti DMT2 con complicanze aterosclerotiche e nei
soggetti sani. I risultati dello studio mostrano che i pazienti DMT2 con
complicanze aterosclerotiche avevano una significativa riduzione della
secrezione spontanea di IL-6 da monociti e da DC CD16" e del TNF-a
da DC CD16", rispetto ai pazienti diabetici senza complicanze
aterosclerotiche. Nei pazienti senza complicanze aterosclerotiche era
possibile misurare la secrezione spontanea di IL-1p da monociti ¢ DC
CD16" e di IL-6 dalle pDC CD33", ma non nei pazienti con
complicanze. Presi insieme questi risultati indicano che i pazienti
DMT2 con complicanze aterosclerotiche mostravano una risposta
immunologica mediata dalle cellule presentanti 1’antigene (sia

monociti che DC) quantitativamente e qualitativamente inferiore. La
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difettiva produzione di citochine infiammatorie da parte di queste
cellule puo influenzare le risposte immunologiche mediate appunto da
APC nonché le risposte antigene-specifiche mediate da altre cellule
come le cellule T. Dato I’importante ruolo immunomodulante del
TNF-o prodotto in maniera autocrina e paracrina dalle DC [124-125],
lo studio di Blank [124] é stato disegnato per confrontare il numero
delle DC circolanti e la produzione intracellulare di TNF-a fra le
donne in post-menopausa DMT2 con controlli sani. Questo studio ha
mostrato che le donne con DMT2 presentavano concentrazioni
plasmatiche di TNF-a significativamente maggiori rispetto alle donne
sane. Le pazienti con DMT2 con scarso controllo glicemico (DMT2
controllo cattivo, HbA1¢>7%), riportavano un minor numero di pDC
circolanti rispetto alle pazienti con DMT2 ma con un buon controllo
glicemico (DMT2 buon controllo, HbAlc <7%) e rispetto alle donne
sane. Nello studio ¢ stata anche osservata un’interazione significativa
tra gli effetti del glucosio plasmatico e I’espressione intracellulare di
TNF-a nelle pDC stimolate. La produzione intracellulare di TNF-a
nelle pDC era significativamente maggiore nei soggetti sani rispetto ai
soggetti con DMT2 (con scarso controllo glicemico) ed i soggetti con
DMT2 (con buon controllo glicemico), ma non differiva tra i
sottogruppi di DMT2. Il numero di mDC e la produzione
intracellulare di TNF-a non differiva tra i gruppi. Questi risultati
indicano che la produzione di TNF-a dalle pDC ¢ ridotta nelle pazienti
con DMT2 e il numero delle pDC circolanti e correlato al controllo

glicemico. Alcuni farmaci utilizzati nel trattamento del diabete hanno
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proprieta anti-inflammatorie, come ad esempio gli agonisti del
recettore dei perossisomi attivato dalla proliferazione (PPAR-y), e
sono stati proposti come agenti terapeutici per il trattamento di
disordini infiammatori TH-1 associati. Nello studio di Thompson e
colleghi, concentrazioni nanomolari di rosiglitazone aumentavano la
produzione di IL-10 da parte di cellule dendritiche umane attivate di
origine mieloide [126]. In un altro studio rosiglitazone era in grado di
inibire la migrazione delle DC dall’epidermide verso i linfonodi
drenanti inibendo inoltre il priming antigene specifico dei linfociti T,
suggerendo che PPAR-y possa essere implicato nella regolazione della
migrazione di DC dall’epidermide verso i linfonodi, e quindi
contribuisca all’innesco di una risposta immunitaria [127]. Lo studio
di Carrefio e collaboratori [128] offre una spiegazione meccanicistica
dell’induzione di DC tollerogeniche da parte di PPAR-y, poiché
dimostra in vivo ed in vitro che rosiglitazone aumenta
significativamente le capacita tollerogeniche delle DC tramite
I’inibizione di NF-kB [128]. Ciglitazone, sempre appartenente alla
classe dei tiazolidinedioni, ¢ in grado di ridurre 1’espressione
immunofenotipica di CD40, CD1a, e HLA-DR in DC attivate con
oxLDL, nonche ridurre altri eventi correlati sempre alle oxLDL, come
I’aumentata endocitosi e la secrezione di citochine pro-inflammatorie
(IL-12, 116+29 contro 34+3 pg/ml*; IL-10, 49+1 contro 28+9 pg/ml*;
TNF-0, 4616 contro 24+8 pg/ml*, *P <0.05 vs ox-LDL da solo)
[129]. Diversa € la risposta di DC murine a rosiglitazone. Lo studio di

Faveeuw e collaboratori [130] dimostra che rosiglitazone non
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interferisce con la maturazione delle DC in vitro, né modifica la loro
capacita di attivare i linfociti T naive in vivo. Ma il risultato piu
interessante che ottengono e che agonisti PPAR-y possono modulare la
secrezione di IL-12 indotta da CD-40, un potente fattore TH-1
stimolante, suggerendo un possibile ruolo di PPAR-y nella regolazione

della risposta immune [130].
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SCOPO

E’ noto che esiste una stretta correlazione fra differenti fattori
di rischio cardiovascolare, tra cui 1’obesita che media lo sviluppo di
uno stato infiammatorio cronico di basso grado, e DMT2, patologia
spesso associata a infezioni opportunistiche caratterizzate da
immunosoppressione. In questo contesto inflammatorio, ma
deregolato dal punto di vista immunitario, ¢ lecito supporre un’alterata
partecipazione in termini di numero e/o attivita delle cellule
dendritiche (DC), cellule deputate al riconoscimento dei patogeni.
Esistono meccanismi patogenetici multipli nella ben nota, ma ancora
poco conosciuta, associazione fra obesita, patologie cardiovascolari e
comorbidita come 1’insulino-resistenza. Nel presente studio abbiamo
voluto quantificare e caratterizzare il fenotipo e la funzione delle DC
derivate da pazienti a rischio cardiovascolare (nel nostro caso sono
state scelte donne in post-menopausa, obese e con diagnosi di DMT2)
al fine di potere promuovere tali cellule come biomarcatori precoci di
disfunzione endoteliale e inflammazione vascolare.

Abbiamo dunque prima analizzato il numero dei precursori di
DC circolanti mediante citofluorimetria e in seguito studiato la
capacita delle DC generate ex-vivo (a partire da precursori monocitari

di tali pazienti) di maturare o interagire in vitro con altre cellule della
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parete vascolare, quali le cellule muscolari lisce vascolari di arteria
coronarica umana (CASMC), rispetto ai controlli sani.

Il rimodellamento vascolare & una caratteristica condivisa da
tutti i fattori di rischio cardiovascolare e consta di un processo cronico
multifattoriale in cui I’inflammazione sistemica o locale gioca un
ruolo fondamentale. L’inflammazione partecipa al processo
aterosclerotico dalla disfunzione endoteliale fino alle complicazioni
trombotiche finali della lesione. E’ noto che in questo contesto attivo
sia dal punto di vista infiammatorio che immunologico, le cellule
muscolari lisce vascolari sono stimolate e mostrano un’alterata
espressione di fattori di trascrizione, fattori di crescita, geni che
regolano 1’apoptosi, integrine, proteasi e inoltre assumono una
maggiore capacita di proliferare, migrare e secernere grandi quantita
di matrice extracellulare [63-64]. E’ stato dimostrato che la
disfunzione endoteliale stimola la migrazione e I’adesione delle DC
[65]. Tuttavia ancora non e chiaro se e quale ruolo abbiano le DC
nell’attivazione e nel mantenimento in uno stato alterato delle cellule
muscolari lisce vascolari (VSMC) come caratteristica peculiare delle
lesioni aterosclerotiche e reciprocamente quale sia il possibile ruolo
delle VSMC nella localizzazione ed attivazione delle DC nelle lesioni.

Altro scopo di questa tesi di dottorato é stato quello di studiare
in vitro le interazioni fra cellule muscolari lisce coronariche umane e
DC umane e la possibile modulazione di tali interazioni da parte di un

ambiente inflammatorio o di farmaci utilizzati in prevenzione primaria
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con noti effetti pleiotropici anti-aterogeni e immunomodulanti quali

statine e agonisti PPAR-y.
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MATERIALI E METODI

2.1 Arruolamento dei pazienti e prelievi ematici

Gli studi clinici disponibili in letteratura concordano
nell’affermare che il genere maschile possiede un rischio
cardiovascolare maggiore rispetto alle donne in eta fertile [131].
Superata la menopausa tuttavia, il rischio nelle donne tende ad
aumentare rapidamente. L'effetto protettivo € esercitato, almeno in
parte, dagli estrogeni che favoriscono livelli piu elevati di colesterolo
HDL nelle donne, rispetto agli uomini. Presso le Agenzie di
Obesiologia, Diabetologia e dalla SOD intra SOD di Malattie
Metaboliche e Diabetologia AUO-Careggi sono state arruolate
ventisei donne obese ed in post-menopausa, al fine di eliminare
qualsiasi potenziale fattore confondente legato alle fluttuazioni
ormonali correlate al ciclo mestruale, in prevenzione cardiovascolare
primaria. L’eta media era di 70 anni e il loro Indice di Massa Corporea
(BMI1)>30 kg/m?. Diciassette avevano una diagnosi di diabete mellito
di tipo 2 ed erano sottoposte al relativo trattamento farmacologico.
Ciascuna paziente é stata valutata per il suo profilo lipidico e
glicemico (glicemia a digiuno; Tabella 2). | criteri di esclusione
utilizzati: presenza di insufficienza epatica, cardiaca o renale, cancro,
terapia insulinica e qualsiasi evento cardiovascolare pregresso. Il

gruppo di controllo consisteva in venti donne sane e in post-
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menopausa. Le pazienti sono state informate della possibilita di
mettere a disposizione una minima parte del sangue per la ricerca ed
hanno espresso in maniera libera, esplicita e per iscritto il proprio
consenso alla partecipazione allo studio tramite firma dell’apposito
modulo di consenso informato. Lo studio & stato approvato dal
Comitato Etico locale (protocollo n. 0011762) [132].

Per ciascuna partecipante allo studio sono stati prelevati 3
campioni di sangue venoso periferico, ciascuno di circa 5 ml, in
vacutainer® con EDTA (BD-Pharmingen; San Diego, CA). Il
campione di sangue periferico é stato immediatamente processato per
I’analisi dei precursori circolanti e per 1’ottenimento ex vivo delle

cellule dendritiche mieloidi [132].

Obese diabetic patients Obese non diabetic

(n=17) patients (n=19)

Age 703 £ 5.8 63+£13
BMI (kg/m?) 31£25 345 4+ 5.1
Plasma glucose (mg/dL)  123.48 + 48 982 +133
HbAlc<T7% 638 £ 04 53104
HbAlc»T7% 818 £ 1.16 -

TOT cholesterol (mg/dL)  177.41 £ 36 1796 + 108
HDL-C (mg/dL) 5241 £ 12 406 £ 12.8
LDL-C (mg/dL) 07.65 £ 37 108 +£ 17.2
TG (mg/dL) 148.35 £ 54 1506 + 59

Tabella 2. Caratteristiche cliniche delle pazienti studiate
[132].
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2.2 Analisi delle DC circolanti

Dai campioni di sangue venoso periferico fresco delle pazienti
o dei controlli sani prelevati la mattina stessa dell’esperimento ¢ stata
isolata la frazione di cellule mononucleate (PBMC). Da queste sono
state identificate e quantificate le DC circolanti mediante
immunofluorescenza diretta rilevata in citofluorimetria a singola
piattaforma [133]. A tal scopo il sangue intero e stato diluito 1:3 con
PBS-EDTA pH 7.2, in seguito stratificato su gradiente di Ficoll/Paque
(Sigma-Aldrich, St Louis, MO) e quindi ¢ stato recuperato ’anello di
mononucleati (PBMC). 5 x 10° cellule per punto sperimentale sono
state marcate con anticorpi monoclonali per la quantificazione in
citofluorimetria dei diversi sottotipi di DC circolanti. Dalle restanti
PBMC sono stati isolati monociti CD14" (vedi paragrafo 2.3) per
generare ex-vivo Mo-DC. Le diverse sottoclassi di cellule dendritiche
presenti all’interno della popolazione PBMC sono state evidenziate
mediante 1’utilizzo di anticorpi monoclonali che riconoscono esclusivi
antigeni di superficie: BDCA-2-FITC per DC linfoidi, BDCA-1-PE e
BDCA-3-FITC per due sottotipi di DC mieloidi (BDCA1,2,3,
Miltenyi Biotec, Calderara di Reno, IT). Le popolazioni sopracitate
sono state evidenziate all’interno di una popolazione con
caratteristiche negative per popolazioni linfocitarie: CD3/ CD147/

CD16/CD197/CD20/ CD56" (Lin1-FITC, BD-Pharmingen) [133].
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2.3 Generazione ex-vivo di Mo-DC

Cellule dendritiche mieloidi immature e mature sono state
generate da PBMC di soggetti reclutati per lo studio (vedi paragrafo
2.1) e da buffy coat di donatori sani. | PBMC sono stati stratificati su
gradiente di densita di Ficoll/Paque (Sigma-Aldrich). In seguito, e
stato recuperato e lavato 1’anello dei PBMC e, grazie ad una selezione
immunomagnetica positiva operata con l’ausilio di anticorpi
monoclonali anti-CD14 legati a microbiglie (Miltenyi Biotech), é stata
recuperata una popolazione arricchita di cellule CD14" [134]. DC
mieloidi (Mo-DC) sono quindi state generate ex-vivo coltivando le
cellule precedentemente selezionate in RPMI 1640 con 800 U/ml
rGM-CSF (Leucomax; Sandoz-Wander Pharma, Bern, CH) e 1000
U/ml IL-4 (R&D System, Minneapolis, MN) per 6 giorni, ottenendo
cosi cellule dendritiche immature (iDC) per trans-differenziazione dai
monociti. 1l settimo giorno le iDC sono state raccolte ed il fenotipo é
stato verificato mediante citometria a flusso (FACScanto BD
Biosciences, Bedford, MA) marcandole con 5ul di anticorpi diretti
contro i seguenti antigeni di superficie: il marcatore di maturazione
CD83-FITC, le molecole co-stimolatorie CD80-PE, CD86-FITC,
CD40-PE e la molecola del complesso maggiore di istocompatibilita-
Il HLADR FITC (BD-Pharmingen) [135]. La vitalita cellulare é stata
testata mediante marcatura con 7-actinomicina (Molecular Probes).
Per generare DC mature (mDC) le cellule sono state stimolate per 24h
con singole citochine: 10 ng/ml TNF-a (R&D), 1000 U/ml IL-6 o 10

ng/ml, IL1-B (Invitrogen, Carlsbad, CA) oppure con un cocktail di
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maturazione composto da tutte le precedenti. Il fenotipo delle cellule

ottenute é stato analizzato mediante citometria a flusso.

2.4. Isolamento ex-vivo di linfociti umani

PBMC ottenuti da buffy coat di donatori sani e isolati secondo
la metodica descritta nel paragrafo 2.3, sono stati seminati in piastre di
Petri da 10 cm di diametro in terreno RPMI-1640 al 10% FBS e
incubati 40 minuti in atmosfera al 5% di CO, a 37°C per permettere
I’adesione dei monociti alla piastra. Allo scadere dell’incubazione, la
frazione linfocitaria in sospensione € stata raccolta, centrifugata a
1200 rpm per 10 minuti e quindi utilizzata per allestire gli esperimenti

di Mixed Lymphocyte Reaction (MLR).

2.5 Mixed Lymphocyte Reaction

I linfociti sono stati seminati in multipozzetti da 96 alla densita
di 1 x 10° cellule/pozzetto a cui sono state aggiunte cellule dendritiche
allogeniche (5 x 10%). Le due popolazioni sono state incubate per 5
giorni in atmosfera al 5% di CO, a 37°C.

Nelle ultime 18 ore di incubazione e stato aggiunto a ciascun
pozzetto 1 uCi di [methyl-*H]Jthymidine (Amersham Pharmacia
Biotech, Little Chalfont, UK). Le cellule sono state raccolte su un
apposito filtro grazie ad un Filtermate Cell Harvester (Perkin—Elmer,

Waltham, MA). | filtri sono stati in seguito lavati piu volte con una
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soluzione tampone ghiacciata e asciugati over-night a temperatura
ambiente e sotto flusso aspiratore. L’incorporazione di *H-Thymidine
da parte dei linfociti e stata quantificata con un contatore TopCount
NXT Microplate Scintillation (Perkin—-Elmer) [136]. Ciascun

esperimento é stato effettuato in triplicato.

2.6 Coltura di cellule muscolari lisce coronariche umane

Colture primarie di cellule muscolari lisce vascolari di arteria
coronarica umana (CASMC, lotti 0000184180;0000169150) sono
state acquistate dalla Lonza Walkersville (Italia). Su tali cellule Lonza
ha controllato e certificato il fenotipo muscolare liscio mediante
marcatura positiva per alfa-actina del muscolo liscio (a-SMA) e
negativa per il fattore VIII. Le cellule sono state cresciute in terreno di
base SmBM (Lonza) addizionato con un cocktail di fattori fornito
dalla ditta: fattore di crescita epiteliale umano (hEGF), insulina,
fattore di crescita fibroblastico umano (hFGF-B),
gentamicina/amftericina-B  (SmMGM-2 SingleQuotsTM (Lonza), in
presenza di siero fetale bovino inattivato dal calore 5% (v/v) (FBS,
Defined Hyclone; Thermo Scientific, Waltman, MA), 100 U/ml
penicillina, 100 pg/ml streptomycina € 2 mmol/l glutammina (Sigma-
Aldrich, St Louis, MO), in un’atmosfera umidificata al 5% di CO,. |l
terreno di coltura e stato cambiato ogni 2 giorni. Le cellule sono state

utilizzate per gli esperimenti fra il 5™ e il 10" passaggio.
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2.7 Allestimento di co-colture di DC immature e CASMC

Per studiare se le interazioni fra DC e CASMC potessero
essere mediate da fattori solubili, le cellule muscolari (CASMC) sono
state seminate in multiwell da 6 pozzetti con o senza pretrattamento di
24 h con le citochine infiammatorie TNF-a e IFN-y, ciascuna
utilizzata alla concentrazione 50 ng/ml. Le cellule muscolari lisce
venivano quindi messe in contatto indiretto con le iDC grazie a inserti
particolari, transwell (6-well Millicell, Merk-Millipore, Darmstadt,
Germany) dotati di pori con 0.4 um di diametro che impedivano
qualsiasi contatto diretto fra i due tipi cellulari ma permettevano la
condivisione dello stesso terreno di coltura RPMI-1640 al 10% FBS.
Trascorse 36h di co-coltura in atmosfera al 5% di CO, a 37°C, le DC
co-coltivate con CASMC in assenza (ccDC) o in presenza di
pretrattamento con citochine (ccDC cito) venivano raccolte e
analizzate fenotipicamente mediante citofluorimetria, come riportato

nel paragrafo 2.3 e funzionalmente mediante esperimenti di MLR.

2.8 Preparazione dei terreni condizionati

| terreni condizionati dalle mDC o ccDC sono stati preparati
come segue: 60000 DC/ml sono state coltivate in RPMI-1640 al 10%
di FBS per 2 giorni (in presenza del cocktail convenzionale di
citochine infiammatorie per le mDC e in assenza di pretrattamento

delle CASMC o aggiunta al terreno condiviso per le ccDC co-coltivate
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su CASMC) a seguito dei quali sono stati recuperati i surnatanti. Da
questi sono state rimosse le cellule e i detriti con una centrifugazione a
550 g per 5 minuti. | surnatanti recuperati sono stati aliquotati e

conservati a -20°C fino all’utilizzo.

2.9 Migrazione cellulare

Per gli studi di chemiotassi e stata utilizzata una camera di
Boyden modificata (piastra a 48 pozzetti; Neuroprobe Gaithersburg,
MD) con filtri di policarbonato Polyvinyl-pyrrolidone-free con pori di
8um di diametro, ricoperti con collagene di tipo 1 100 pg/ml e 10
pg/ml di fibronectina (BD) [135]. Nei pozzetti inferiori della camera
sono stati inseriti i terreni condizionati di mDC o ccDC preparati
come descritto sopra, mentre 12 x 10° CASMC in 50 ul di SmBM
all’1% FBS, pretrattate 0 meno con TNF-a e IFN-y (50 ng/ml), sono
state aggiunte nelle camere superiori. La camera € stata messa in
incubatore a 37°C per 6 h. Le cellule che avevano attraversato il filtro,
richiamate dallo stimolo del terreno condizionato, sono state fissate
con metanolo a 4°C per 12 ore. Le cellule sono state colorate con
metodo Diff-Quik e , dopo aver rimosso meccanicamente le cellule
sedimentate sulla faccia superiore del filtro, quelle migrate sulla faccia
inferiore del filtro sono state contate al microscopio ottico in 10 campi
selezionati casualmente, con un ingrandimento 400X.Ciascun punto

sperimentale & stato misurato in triplicato.
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2.10 Test di Adesione

L’adesione di Mo-DC mature (mDC) alle CASMC e stata
analizzata col kit Vybrant Cell Adhesion Assay Kit (Molecular
Probes, OR, USA), un sistema che utilizza calceina fluorescente. Le
DC sono state incubate per 30 minuti con la molecola fluorescente
calceina alla concentrazione finale di 5 uM, poi lavate con RPMI 1640
per rimuovere il tracciante in eccesso, e successivamente una
sospensione di 30.000 mDC in 100 ul di RPMI-1640 ¢ stata seminata
su un monostrato di CASMC semiconfluenti ed é stata fatta seguire
un’incubazione di 45 minuti in incubatore a 37°C. Dopo un lavaggio
per rimuovere le cellule non adese, I’adesione ¢ stata misurata con un
lettore multi pozzetto a fluorescenza Victor 3 (Perkin Elmer) [132]. In
alcuni esperimenti ¢ stato valutato 1’effetto di citochine inflammatorie
sul fenomeno dell’adesione. A questo scopo, CASMC sono state
pretrattate per 12, 24 o 36 h con TNF-a o IFN-y, ciascuno alla
concentrazione di 50 ng/ml, in SmBM con 1% (v/v) FBS prima

dell’allestimento dell’adesione con le DC.

2.11 Modulazione farmacologica dell’adesione cellulare

Per valutare 1’effetto di farmaci sul fenomeno dell’adesione fra
mDC ¢ CASMC, quest’ultime sono state pretrattate per 1 h con
concentrazioni crescenti dei farmaci in studio prima del trattamento
con le singole citochine infiammatorie TNF-a. o IFN-y. In seguito

sono stati allestiti gli esperimenti di adesione, come descritto nel
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paragrafo precedente. Allo scopo di studiare quali potessero essere i
contro-recettori integrinici presenti sulle DC mature e coinvolti nel
processo di adesione alle CASMC, sono stati utilizzati i seguenti
anticorpi monoclonali neutralizzanti: anti-CD18 (0,5 pg/pozzetto,
BioLegend, San Diego CA), anti-CD11c (0,5 pg/pozzetto, Chemicon
Int, Millipore), o anti-DC-SIGN (0,5 pg/pozzetto, R&D) o
immunoglobuline non immuni 1gG2b e 1gG1 (Millipore, Milano,
Italia) per i controlli. L’adesione ¢ stata quindi misurata come

descritto precedentemente.

2.12 Immunofluorescenza

2.12.1 Marcatura di DC adese su CASMC: CASMC sono state
coltivate in appositi vetrini Lab-Tek (Thermo scientific) e, dopo
avervi fatto aderire per 45 minuti le Mo-DC, le cellule in adesione
sono state fissate in tampone fosfato al 2% di formaldeide per 10
minuti, lavate con PBS e saturati i siti aspecifici con 2% BSA
(Sigma). Le cellule sono state in seguito incubate over-night a 4°C con
I’anticorpo monoclonale anti-human o-SMA (diluizione 1:50; Dako
A/S, Danimarca) e marcate per 1h a temperatura ambiente con un
anticorpo secondario goat-anti mouse coniugato al fluoroforo Alexa
Fluor 594 (diluizione 1:250; Molecular Probes- Invitrogen). Le cellule
sono state successivamente incubate per 2 h a temperatura ambiente
con un anticorpo primario anti-human HLADR-FITC (diluizione 1:10

BD Pharmigen, MA, USA) seguito dall’aggiunta dell’anticorpo
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amplificatore di fluorescenza anti-FITC-Alexa Fluor 488 (diluizione
1:100; Molecular Probes- Invitrogen) per 90 minuti a temperatura
ambiente. | campioni sono stati quindi esaminati con un microscopio
a fluorescenza e le immagini acquisite col software Comet Assay IV
(Perceptive Instruments, UK).

2.12.2. Marcatura di iDC e mDC. Citospin preparati a partire
da 10° iDC o mDC sono stati fissati con acetone per 5 minuti a
temperatura ambiente. Dopo aver bloccato siti di legame non specifici
con 10 ng/mL di albumina di siero bovino (BSA) (Sigma) in 0.1 mol/I
di tampone fosfato pH 7.4, i vetrini sono stati marcati over-night a
temperatura ambiente con anticorpi primari contro CD207/langerin
(IgG2b, clone 12D6; Novocastra Laboratories, Newcastle, UK)
diluizione 1:100, e DC-SIGN (policlonale; Sigma) diluizione 1:50. In
seguito sono stati utilizzati come secondari degli anticorpi policlonali
FITC-coniugati anti-mouse o anti-rabbit (Sigma) diluizione 1:50, per
60 minuti a 37°C temperatura ambiente. Per i controlli negativi la
marcatura con gli anticorpi primari € stata sostituita con i rispettivi
anticorpi irrilevanti o la marcatura & stata omessa del tutto. Come
controlli positivi sono state utilizzate sezioni di pelle che includevano
lo strato epidermico (contenente cellule di Langerhans langerin
positive, DC-SIGN negative) e dermico (contenente cellule
dendritiche di tessuto connettivo langerin negative, DC-SIGN
positive). | vetrini sono stati montati utilizzando Gel/Mount (Biomeda,
Foster City, CA), osservati in un microscopio Axioskop equipaggiato

per ’epifluorescenza (Zeiss, Oberkochen, Germany) e fotografate con
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un sistema Axio Vision 4 che consisteva in un modulo digitale

multicanale fluorescente e il relativo software (Zeiss).

2.13 Microscopia elettronica

DC ottenute ex vivo, sia mediante stimolazione standard con
citochine, sia mediante co-coltura che in seguito all’adesione con
CASMC, sono state raccolte, centrifugate, fissate prima in 0.1 mol/Il
tampone cacodilato con 2% formaldeide e 2.5% glutaraldeide, pH 7.4,
poi con acido osmico e infine incluse in resina epossica. Le sezioni, di
spessore approssimativamente intorno ai 70 nm, sono state marcate
con acetato di piombo e uranile acetato e osservate al microscopio
elettronico JEM 1010 (Jeol, Tokyo, Japan), a 80 kV e fotografate con
una fotocamera Mega View Il (Jeol) connessa con un computer

portatile fornito del software AnalySIS (Jeol).

2.14 RT-PCR

CASMC sono state seminate all’80% di confluenza in piastre
di Petri da 6 cm di diametro in terreno con fattori di crescita al 5%
(v/v) di FBS. Dopo 24h di starving (terreno senza fattori allo 0,1%
FBS) le CASMC sono state stimolate con TNF-a 0 IFN-y 50ng/ml per
ciascuna citochina. L’RNA totale € stato estratto utilizzando il TRI-
reagent (Sigma) seguendo le indicazioni del produttore e la

trascrizione di 1ug di RNA totale é stata effettuata utilizzando il kit
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Stratagene (Quiagen, Venlo, Norvegia) e random primers. Il cDNA
finale é stato ottenuto dopo 30 cicli di amplificazione utilizzando il kit
HotStar Taq (Quiagen) e specifici primers (Tabella 3). | prodotti cosi
ottenuti sono stati oggetto di elettroforesi in gel di agarosio all’1%.
L’espressione genica ¢ stata misurata in maniera Semi-quantitativa
come il rapporto fra la densita ottica del gene target e il gene di

riferimento GAPDH.

Gene Sequenza Base Temp.

pair Annealing

ICAM-1 | F.5 _CAGTCACCTATGGCAACGAC-3’ 243 | 60°C

ICAM-1 R-5’-ATTCAGCGTCACCTTGGCTC-3’

VCAM-1 | F-5’-TGTTGAGATCTCCCCTGGAC-3’ 301 60°C

VCAM-1 | R-5’-GCCACCACTCATCTCGATTT-3’

GAPDH F-5’-CCATGGAGAAGGCTGGGG-3’ 193 60°C

GAPDH R-5’-CAAAGTTGTCATGGATGACC-3’

Tabella 3. Primers per RT-PCR.

2.15 Analisi Statistica
| dati sono riportati come media *+ deviazione standard dalla
media (SEM). L’analisi statistica ¢ stata effettuata utilizzando lo
Student’s t-test per dati non accoppiati e 'ANOVA test (test di

Bonferroni e di comparazione multipla di Dunnett). | risultati con

P<0.05 sono stati considerati significativi.
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RISULTATI

3.1 Caratterizzazione di DC circolanti in pazienti obese e
affette da DMT2

Dai campioni di sangue periferico freschi delle pazienti obese
e obese con diagnosi di diabete mellito di tipo 2 (DMT2) é stata fatta
una caratterizzazione dei differenti sottotipi di cellule dendritiche
(DC) circolanti mediante citofluorimetria, al fine di valutare I’effetto
dei fattori di rischio cardiovascolare delle pazienti sulla mobilitazione
di tali precursori dal midollo osseo. Le DC mieloidi circolanti BDCA-
1" erano lievemente aumentate nelle pazienti obese se confrontate coi
soggetti sani, mentre le cellule BDCA-2* o BDCA-3" non erano
significativamente cambiate (Figura 9). Le DC mieloidi positive sia
per BDCA-1 o per BDCA-3 erano significativamente aumentate nelle
pazienti obese e diabetiche (obese DMT?2): le BDCA-1 positive infatti
rappresentavano il 2.59 = 0.59% della popolazione cellulare totale
(incremento doppio rispetto ai controlli sani, P<0.01) e le BDCA-3
positive erano il doppio rispetto ai soggetti sani (0.79 = 0.18% vs. 0.38
+ 0.08%; P<0.05). Le cellule dendritiche plasmacitoidi BDCA-2*
aumentavano se confrontate ai soggetti sani, benché tale differenza

non fosse significativa (1.30 £ 0.43% vs. 0.6 £ 0.09%, Figura 9) [132].
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Figura 9. Caratterizzazione dei differenti sottotipi di DC
circolanti mieloidi e linfoidi in pazienti obese e con DMT2. Analisi
citofluorimetrica dei sottotipi di DC circolanti effettuata su PBMC isolate da
pazienti obese (obese), obese e diabetiche (obese DMT2) e controlli sani
(ctr). Media = SEM di cellule positive. *P<0.05,**P<0.01vs ctr. [132].

Il controllo glicemico € un indice che permette di identificare
la concentrazione plasmatica media del glucosio per un periodo di
circa 3 mesi. Si misura I’emoglobina glicata, la cui sigla ¢ HbAlc, che
riflette i valori della glicosilazione avvenuta nel corso degli ultimi tre
mesi (vita media degli eritrociti). Viene definito cattivo controllo
glicemico il valore di HbAlc > 7% e buon controllo glicemico il
valore < 7% [136]. Nel lavoro di Seifarth e collaboratori vengono
riportate differenze nella percentuale di mDC e pDC in pazienti affette
solamente da DMT2 e che presentano un cattivo controllo glicemico
rispetto ai controlli sani. Al contrario, pazienti con buon controllo
glicemico avevano una riduzione meno evidente, ma sempre

significativa, di tali cellule e in particolare di mDC [137]. Sulla base
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cellule positive

%

di queste informazioni ottenute dalla letteratura internazionale,
abbiamo quindi analizzato i dati precedentemente ottenuti con la
citofluorimetria, in funzione del controllo glicemico delle pazienti, al
fine di valutare se esistesse una correlazione tra 1’aumento
significativo delle DC mieloidi, osservato nelle pazienti obese DMT2,
ed il loro controllo glicemico. Non abbiamo osservato alcuna
correlazione tra il numero delle DC mieloidi (BDCA-1*, BDCA-3",
delle pazienti con DMT?2 ed il loro controllo glicemico, come si puo

osservare nella Figura 10 [132].
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Figura 10. Analisi di DC mieloidi circolanti in funzione del
controllo glicemico. Analisi citofluorimetrica di DC mieloidi BDCA-1" (A)
e BDCA-3" (B) in pazienti obese e DMT2 con buono (ctr buono) o cattivo
(ctr cattivo) controllo glicemico. Per I’analisi statistica € stato utilizzato il
test ANOVA [132].
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3.2 Caratterizzazione fenotipica di Mo-DC generate da
monociti di pazienti obese e diabetiche
Al fine di valutare se nelle pazienti arruolate nello studio i
fattori di rischio cardiovascolare, rappresentati dal DMT2 elo
dall’obesita, potessero influire sull’omeostasi delle DC mieloidi
mature, abbiamo analizzato la capacita dei precursori monocitari,
isolati dalle pazienti, di transdifferenziarsi in vitro in DC mature (Mo-
DC). Abbiamo innanzitutto valutato la resa, in percentuale, del
numero di DC mature da precursori isolati dalle pazienti, rispetto ai
soggetti sani. | risultati ottenuti dimostrano che la percentuale Mo-DC
che si ottengono dalle pazienti, non differiva significativamente da
quello dei soggetti sani, essendo circa il 2% delle cellule
mononucleate periferiche circolanti recuperate [132].
E’ stata effettuata una caratterizzazione del fenotipo delle Mo-
DC generate ex-vivo a partire dai precursori monocitari, mediante
I’analisi in citofluorimetria dei marcatori di superficie: CD83
(marcatore di maturazione), CD80 e CD86 (molecole co-stimolatorie),
HLA-DR (molecola del complesso maggiore di istocompatibilita II). |
risultati mostrano che la percentuale delle mDC ottenute da pazienti
obese e DMT2 era significativamente inferiore rispetto a quella dei
soggetti sani o solo obesi (Figura 11). Si e osservato un 38% (P<0.01),
40% (P<0.05) e 14% (P<0.05) di riduzione nei marcatori CD83, CD80
e CD86, rispettivamente, se confrontati con i controlli sani. La

percentuale di Mo-DC (CD83"/ CD80*/ CD86") ottenute da pazienti
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obese non differiva significativamente da quella dei soggetti sani

(Figura 11) [132].
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Figura 11. Caratterizzazione fenotipica di Mo-DC mature in
pazienti obese e diabetiche. Analisi citofluorimetrica di Mo-DC mature
ottenute ex-vivo da sangue periferico di controlli sani (ctr), pazienti obese
(obese), pazienti obese e diabetiche (obese DMT2). Media £ SEM di cellule
positive. *P<0.05,**P<0.01vs ctr [132].

3.3 Adesione di Mo-DC a cellule muscolari lisce vascolari di
arteria coronarica umana

Poiché & noto che le DC si accumulano nella lesione
aterosclerotica [59] suggerendone cosi un ruolo nella patogenesi e/o
nelle complicanze della malattia, abbiamo indagato la capacita di Mo-
DC generate ex-vivo dalle pazienti obese e con DMT2, di aderire ad
un monostrato di cellule muscolari lisce di arteria coronarica umana .

A tale scopo abbiamo marcato Mo-DCs ottenute da pazienti obese,
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obese e diabetiche e controlli sani con calceina fluorescente e abbiamo
seminato le cellule su monostrati di CASMC per 45 minuti. Le Mo-
DC ottenute dalle pazienti obese e diabetiche erano significativamente
pit capaci di aderire alle cellule muscolari se confrontate con le DC
dei soggetti sani (+ 81% rispetto al controllo sano, P<0.05, Figura 12)
[132]. Tale adesione e stata documentata anche in microscopia a
fluorescenza, come riportato nella Figura 13 in cui Mo-DC marcate
con HLADR-FITC aderiscono a CASMC marcate con a-SMA-Alexa

Fluor 594.
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Figura 12. Adesione di Mo-DC a cellule muscolari lisce
coronariche umane (CASMC). Mo-DC ottenute dalle pazienti solo obese
(obese) o in comorbidita con DMT2 (obese DMT2) marcate con calceina
sono state fatte aderire ad un monostrato di CASMC e in seguito & stata
misurata 1’emissione di fluorescenza della calceina a 490 nm. Media £ SEM
di cellule aderenti. *P<0.05 vs controlli sani (ctr),’P<0.01 vs obese [132]

65



L’adesione delle Mo-DC ottenute dalle pazienti obese e
diabetiche era significativamente maggiore rispetto a quella ottenuta
da Mo-DC di pazienti obese ma non diabetiche (P<0.01 vs obese), la

cui adesione era sovrapponibile a quella dei controlli sani (Figura 12)

[132].
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Figura 13. Immunofluorescenza dell’adesione di Mo-DC di pazienti
obese e diabetiche su CASMC. Analisi in immunofluorescenza
dell’adesione di Mo-DC marcate con HLA-DR (verdi) su CASMC marcate
con a-SMA (rosse). La doppia colorazione € indicata come merge. PhC
rappresenta I’immagine al contrasto di fase. Ingrandimento 400X [132].
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3.4 Le CASMC stimolano la maturazione fenotipica di iDC

E’ noto che DC immature (iDC) possono migrare nella
neointima, caratterizzata dalla presenza di cellule muscolari lisce e da
un ambiente inflammatorio. Abbiamo allestito in vitro una condizione
sperimentale che potesse riproporre, almeno in parte, la situazione
sopra-riportata, allo scopo di studiare le interazioni tra cellule
muscolari lisce e DC. Sono state pertanto allestite co-colture, come
riportato nella sezione 2.7 dei materiali e metodi. Le iDC dopo 36h di
co-coltura con CASMC aumentavano significativamente 1’espressione
dei marcatori di superficie CD83, CD80 e CD86, HLA-DR (colonne
grigie, figura 14 A-B), indicante una completa maturazione cellulare. |
valori della MFI sono infatti del tutto sovrapponibili a quelli ottenuti
con DC maturate mediante citochine secondo il protocollo standard
(colonne nere). Il pretrattamento di CASMC per 24h con IFN-ye
TNF-o (50 ng/mL) non induceva alcun aumento dell’espressione
delle molecole co-stimolatorie, né di CD83 da parte delle DC ottenute

dopo co-coltura (colonne tratteggiate).
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Figura 14. Analisi immunofenotipica di Mo-DC. A) Misura
citofluorimetrica di marcatori di maturazione in DC immature (iDC), DC
maturate con protocollo standard (mDC), DC co-coltivate con CASMC
(ccDC), DC co-coltivate con CASMC pretrattate con TNF-o. e IFN-y
(ccDC+ cytok). Media + SEM della mediana di intensita di fluorescenza
(MFI), n=9; *P<0.05, **P<0.01 vs. iDC. Inserto della figura: dettaglio della
media + SEM di MFI per CD80 e CD83. B) Istogrammi rappresentativi di
DC marcate con specifici anticorpi (istogrammi pieni) e isotipi di controllo
(istogrammi vuoti).

3.5 Ultrastruttura e immunofluorescenza di DC co-
coltivate.

E’ stata effettuata un’accurata analisi al microscopio
elettronico per confermare la piena maturazione delle DC ottenute
dalla co-coltura. Al microscopio elettronico le ccDC erano
caratterizzate da reticolo endoplasmatico liscio e apparato del Golgi
ben sviluppati, pochi corpi multi vescicolari e alcuni lisosomi, la
maggior parte dei quali erano piccoli e dal contenuto omogeneo
(Figura 15A-B). Le medesime caratteristiche morfologiche, tipiche di
cellule dendritiche ben differenziate, erano visibili nelle mDC, ovvero
le cellule maturate con le citochine secondo il protocollo standard

(Figura 15C-D).
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Figura 15. Caratterizzazione di DC co-coltivate. Microscopia
elettronica di DC maturate nei transwell della co-coltura con CASMC (A, B)
0 con citochine (C, D). Gli asterischi indicano lisosomi; i cancelletti indicano
reticolo endoplasmatico liscio. Le frecce indicano gocce lipidiche che le
cellule accumulano occasionalmente in coltura. Barre=2um (A), 2.5um (C)
0 0.5um (B, D).

E’ stata effettuata anche 1’analisi dell’espressione di DC-SIGN,
lectina di tipo C coinvolta nell’adesione a ICAM-3 e nel
riconoscimento di vari patogeni. Questa molecola viene espressa
debolmente da iDC ed intensamente da mDC (Figure 16A-D), mentre
né le iDC né le mDC esprimevano CD207/langerin, proteina espressa
dalle cellule di Langerhans, ovvero iDC dell’epidermide e della

mucosa (dati non mostrati). Questi risultati dunque indicano che le
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cellule ottenute ex vivo hanno caratteristiche di DC del tessuto

connettivo.
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Figura 16. Immunofluorescenza di DC co-coltivate. A-D)
Presenza di DC-SIGN in DC maturate con citochine. Microscopia a
contrasto di fase (A, C) e microscopia a fluorescenza (B, D) di DC immature
(iDC; A, B) e mature DC (mDC; C, D) marcate per DC-SIGN. Barra=30um.

3.6 Le CASMC stimolano la maturazione funzionale di iDC

Poiché una delle pit importanti funzioni delle DC mature e quella
di attivare i linfociti per generare una risposta immunitaria adattativa
efficace, abbiamo analizzato tale capacita nelle DC co-coltivate con le
cellule muscolari, pre-trattate 0 meno con le citochine infiammatorie
(ma sempre in assenza de cocktail standard di maturazione).

All’analisi MLR, come atteso, le iDC stimolavano debolmente la
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proliferazione linfocitaria (Figura 17). Le DC ottenute dalla co-coltura
(cc-DC), mostravano di essere DC pienamente mature in quanto
capaci di stimolare significativamente la proliferazione dei linfociti
allogenici (Figura 17, colonne rigate). Tale effetto era del tutto
sovrapponibile a quello ottenuto con DC maturate con la metodica
standard (mDC, Figura 17, colonne nere); il pretrattamento delle
CASMC con TNF-a 0 IFN-y non portava ad alcun aumento della

proliferazione linfocitaria indotta dalle ccDC (Figura 17, colonne

quadrettate).
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Figura 17. Caratterizzazione funzionale delle ccDC mediante MLR.
Proliferazione linfocitaria in presenza di DC immature (iDC), DC maturate
con il protocollo standard (mDC), DC co-coltivate con CASMC (ccDC),
DCs co-coltivate con CASMCs pretrattate con TNF-o. e IFN-y (ccDC +
citochine), espressa come numero di colpi emessi dalla timidina triziata per
minuto/pozzetto. Media + SEM di 4 esperimenti, ciascuno in triplicato;
*P<0.05 vs. iDC.
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3.7 1l microambiente infiammatorio stimola 1’adesione di
mDC a CASMC

E’ noto che esiste una correlazione fra la presenza di DC
mature in lesioni aterosclerotiche umane e la progressione della
malattia [109]. Sulla base dei risultati ottenuti con le Mo-Dc generate
dalle pazienti obese e diabetiche, che dimostrano come tali cellule
avevano una maggiore capacita adesiva su CASMC rispetto ai
controlli, abbiamo indagato i probabili meccanismi cellulari
responsabili dell’accumulo di DC in tali lesioni. A tal fine abbiamo
riproposto in vitro un microambiente infiammatorio per valutare se
questo potesse esercitare una modulazione dell’adesione fra mDC e
CASMC. La percentuale di mDC umane che aderivano a CASMC
risultava essere del 35.8 + 3.9% (n=6). Il pretrattamento di CASMC
con TNF-aco0 IFN-y (50 ng/ml) per 12, 24 e 36h aumentava
significativamente 1’adesione delle mDC (42.7 £ 6% e 36.6 £ 4.3%
per rispettivamente un pretrattamento di 12h con IFN-y o TNF-a,
Figura 18A). L’adesione ¢ stata confermata anche in microscopia
elettronica: le immagini nelle figure 18 B, C dimostrano che le DC
aderiscono alle CASMC mediante i loro dendriti, con piccole aree di

contatto stretto fra le due membrane cellulari (=20nm).
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Fig 18. Adesione di mDC a CASMC. A) Adesione tempo-
dipendente di mDC a CASMC pretrattate con citochine infiammatorie.
Media £+ SEM di 6 esperimenti, ciascuno in triplicato. | risultati sono
espressi come percentuale dell’adesione delle mDC su CASMC non trattate
(controllo). *P<0.05, **P<0.01 vs. controllo. B, C) Microscopia Elettronica
di mDC aderenti a CASMC trattate con citochine; SMC: Cellule Muscolari
Lisce. Barre = 4um (B) 0 0.5um (C).
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3.8 ICAM-1, VCAM-1, CD1llc e CD18 sono coinvolti
nell’adesione fra CASMC e DC

L’analisi RT-PCR in CASMC trattate con TNF-oe 0 IFN-y, ha
dimostrato un aumento significativo e tempo dipendente dell” mRNA
di importanti molecole di adesione quali ICAM-1 e VCAM-1, con
effetto massimo ottenuto dopo 24h di stimolazione (95% e 270% di
incremento dell”’ mRNA per ICAM-1 e VCAM-1 vs CASMC non
stimolate, Figura 19 A, B). Ventiquattro ore di stimolazione con IFN-
y aumentavano significativamente  I'espressione dell’mRNA di
ICAM-1 nelle CASMC rispetto alle stesse non trattate (+ 190%),

senza alterare significativamente 1’espressione per VCAM-1.
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Figura 19. Effetto delle citochine infiammatorie sull’espressione
di molecole di adesione in CASMC. A) RT-PCR. analisi semi-quantitativa
dell’espressione di mRNA di ICAM-1 e VCAM-1 da parte di CASMC non
trattate (0) e CASMC stimolate con TNF-oe 0 IFN-y (50 ng/ml per citochina)
per 24h. I risultati sono espressi come rapporto di intensita della banda del
gene di interesse vs. il gene di riferimento GAPDH. Media + SEM di 4
esperimenti per ICAM-1 e 3 esperimenti per VCAM-1. *P<0.05, **P<0.01
vs. CASMC non trattate (0). B) Gel rappresentativi di RT-PCR.
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Il ruolo di ICAM-1 e VCAM-1 nell’aumentato legame delle
mDC alle CASMC é stato confermato mediante anticorpi monoclonali
neutralizzanti anti-CD11c (subunita oux anche detta CR4) e anti-CD18
(subunita P, dell’integrina LFA1), che sono contro-recettori
rispettivamente di ICAM-1 e VCAM-1. Quando le mDC venivano
pretrattate per 1h con gli anticorpi neutralizzanti anti-CD11c e anti-
CD18, la loro adesione alle CASMC era significativamente ridotta
(Figura 20 A, B), mentre le IgG non rilevanti erano prive di effetto.
Data I’espressione di DC-SIGN da parte delle DC mature e il suo
proposto ruolo nel processo di adesione alle cellule endoteliali,
abbiamo inoltre valutato 1’effetto di un anticorpo neutralizzante contro
DC-SIGN sul fenomeno di adesione di mDC a CASMC: tale
anticorpo pero si e rivelato inefficace nell’ostacolare 1’adesione delle

DC a qualsiasi concentrazione utilizzata (Figura 20 C).
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Figura 20. Contro-recettori coinvolti nell’adesione di mDC a
CASMC. A-C) Effetto di anticorpi neutralizzanti sull’adesione di mDC a
CASMC. mDC pretrattate con anticorpi neutralizzanti (A) anti-CD11c (0.5
pg/pozzetto), B) anti-CD18 (0.5 pg/pozzetto), o C) anti-DC-SIGN (0.5
pg/pozzetto). CASMC non trattate (0) o stimolate con TNF-a o IFN-y per
24h a seguito delle quali veniva valutata 1’adesione delle mDC come
indicato nella figura. NI-IgG: 1gG non immune. Media £ SEM di 5
esperimenti, ciascuno in triplicato. *P<0.05, **P<0.01 vs. controllo.
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3.9 L’adesione fra mDC e CASMC ¢ modulata dal
trattamento farmacologico con atorvastatina e rosiglitazone

Dato il ruolo anti-aterogeno e anti-inflammatorio delle statine,
inibitori di HMG-CoA reduttasi, e dei tiazolidinedioni, agonisti
PPARy, abbiamo valutato I’effetto di atorvastatina e rosiglitazone
sull’adesione fra mDC e CASMC. A tal scopo abbiamo pretrattato le
CASMC per 1h con atorvastatina (0.01-1 uM) o rosiglitazone (1-
20uM) e in seguito le abbiamo stimolate per 24h con IFN-y 0 TNF-
o prima di misurare la loro adesivita alle mDC. | risultati dimostrano
un’inibizione concentrazione-dipendente dell’adesione di mDC alle
CASMC sia da parte di atorvastatina che di rosiglitazone (Figura 21).
L’effetto massimo Si otteneva con rosiglitazone 20uM, che inibiva
I’adesione di mDC a CASMC dell’ 87.0 = 9% e dell” 87.8 + 9.8%,
indotta rispettivamente da TNF-o. e IFN-y e con atorvastatina 1uM
che inibiva I’adesione di mDC a CASMC del 79.6 £ 10% e del 68.93
+ 13%, rispettivamente indotta da TNF-a e da IFN-y (Figura 21).
L’effetto inibitorio di atorvastatina era da considerare selettivo
sull’enzima HMG-CoA reduttasi, poiché I’aggiunta di mevalonato

revertiva 1’effetto della statina, utilizzata alla massima concentrazione

(Figura 21A).
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Figura 21. Effetto di Atorvastatina e Rosiglitazone sull’adesione
di mDC a CASMC. CASMC sono state pretrattate con atorvastatina (0.01-1
puM) o rosiglitazone (1-20 uM) prima di stimolarle con 50 ng/ml di TNF-o 0
IFN-y per 24h. In seguito ¢ stato effettuato il test di adesione. L’adesione ¢
riportata come percentuale di quella indotta dal TNF-o. 0 IFN-y (controllo).
Media + SEM di 8 esperimenti, ciascuno in triplicato. *P<0.05, ***P<0.001
vs. controllo.
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3.10 | fattori solubili rilasciati dalle mDC aumentano la
migrazione di CASMC

In questa tesi abbiamo dimostrato come le CASMC stimolano
la piena maturazione delle DC. Tuttavia, & lecito supporre che la
comunicazione fra i due tipi cellulari non sia univoca. Per verificare
I’ipotesi che anche le DC potessero avere un’influenza sull’attivazione
delle cellule muscolari lisce vascolari, CASMC non trattate (controllo)
o trattate con TNF-a e IFN-y per 24h sono state fatte migrare in
risposta al terreno condizionato di mDC o di ccDC, in assenza quindi
di altro stimolo. Se confrontata alla migrazione spontanea (controllo)
delle CASMC, quella indotta dai terreni condizionati dalle DC era
significativamente maggiore. Si aveva un aumento del 30.4 + 8% e del
31.2 + 7%, in risposta ai terreni condizionati di mDC e ccDC
rispettivamente (n=4; P<0.05; Figura 22). Quando le CASMC
venivano pretrattate per 24h con IFN-y e TNF-a, la loro capacita di
migrare verso i terreni condizionati di mDC o ccDC era potenziata (+
52 + 8% e + 47.5 £ 9% rispettivamente, n=4; P<0.01 e P<0.05

rispettivamente, in confronto alle cellule non stimolate, Figura 22B).
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Figura 22. Effetti del terreno condizionato da DC sulla
migrazione di CASMC. CASMC non trattate (-citochine, A) o pretrattate
con citochine (+citochine, B) sono state fatte migrare in risposta a terreno
condizionato di DC maturate con protocollo standard (mDC) o DC co-
coltivate con CASMC (ccDC). La migrazione € espressa come percentuale
di migrazione spontanea (controllo). Media = SEM di 4 esperimenti,
ciascuno in triplicato. *P<0.05, **P<0.01 vs. migrazione spontanea.
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DISCUSSIONE E CONCLUSIONI

Nella prima parte di questa tesi di dottorato si & cercato di
effettuare un’analisi quantitativa e qualitativa dei precursori circolanti
delle cellule dendritiche (DC), in pazienti che presentano rischio
cardiovascolare. Si dimostra che in pazienti obese e con diagnosi di
DMTZ2, in assenza di eventi clinici ischemici, le DC circolanti
presentavano alterazioni quantitative se confrontate a quelle di
pazienti solo obese (non diabetiche) o soggetti sani. In particolare, si €
misurato un numero significativamente superiore di DC di origine
mieloide, mentre un aumento piu contenuto e stato osservato per le
pDC. Il loro aumento nel torrente circolatorio potrebbe far pensare ad
una loro mobilitazione dal midollo osseo in risposta alle citochine e/o
chemochine infiammatorie generate dalle condizioni di obesita e
DMT?2. E’ interessante notare come, inoltre, i precursori monocitari di
tali pazienti abbiano una ridotta capacita di maturazione in risposta ad
un cocktail standard di citochine infiammatorie rispetto ai controlli.
Ci0 puo rendere conto della diminuita capacita, in questi pazienti, di
rispondere alle infezioni opportunistiche. Il risultato pit importante in
questa prima parte dello studio & che le DC mieloidi mature (Mo-DC)
generate da pazienti obese e con DMT2 aumentavano
significativamente la loro adesione alle cellule muscolari lisce
coronariche umane rispetto a quelle di pazienti solo obese o ai

controlli sani. Tale adesione e confermata per mezzo di analisi in
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immunofluorescenza di cellule muscolari lisce positive per a-SMA e
Mo-DC positive per HLA-DR. L’incremento dell’adesione alle cellule
muscolari lisce vascolari puo suggerire un aumento delle molecole di
adesione o di altri recettori solo da parte delle DC isolate dalle
pazienti, dato che le CASMC, in questa prima parte dello studio, non
sono state stimolate con alcuna citochina inflammatoria.

E’ noto che I’infiammazione rappresenta un processo chiave
nel rimodellamento vascolare patologico: ¢ stato infatti dimostrato che
la condizione diabetica stimola 1’adesione dei monociti alle cellule
muscolari lisce vascolari, suggerendo in tal modo che il processo
inflammatorio presente nella parete vascolare dei pazienti diabetici,
possa accelerare I’aterosclerosi [138]. E’ ben noto che I’obesita e
I’insulino-resistenza sono associate ad un leggero stato inflammatorio
che puo portare al rimodellamento vascolare [11,139]. L’obesita
esacerba condizioni cliniche croniche incluso il DMT2. Il nesso fra
DMT?2 e sovrappeso/obesita € indiscutibile. 1l rischio di sviluppare il
diabete cresce col grado di eccesso di peso [140]. Evidenze
epidemiologiche suggeriscono che il rischio cardiovascolare comincia
a svilupparsi molti anni prima della diagnosi di DMT2. L’insulino-
resistenza e di per sé associata ad un aumento del rischio
cardiovascolare e ad altre comorbidita come ipertensione,
dislipidemia, obesita e stato pro-trombotico [11,141]. La disfunzione
endoteliale, promossa dall’insulino-resistenza, € associata a
cambiamenti deleteri della parete vascolare, coinvolti nello sviluppo

dell’aterosclerosi ¢ dell’ipertensione [141,142]. Una funzione
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endoteliale alterata ha un impatto significativo sull’adesione delle DC
all’endotelio [65], benché non sia stata ancora riportata alcuna
informazione, per quanto ne siamo a conoscenza, sull’interazione fra
VSMC e DC in condizioni di insulino-resistenza e funzionalita
immunitarie compromesse. Benché sia stato dimostrato che le DC
risiedano nella tonaca intima di un vaso fra le cellule muscolari lisce
vascolari (a-SMA™) [59], nella lesione aterosclerotica sono
principalmente localizzate nella neointima insieme ad altre cellule
inflammatorie. Sappiamo che le cellule muscolari lisce vascolari sono
esse stesse residenti nella neointima in seguito a disfunzione
endoteliale, e li possono interagire con le DC contribuendo al
rimodellamento vascolare.

Questa tesi dimostra le anomalie quantitative nei precursori
circolanti delle DC. Queste consistono in un significativo aumento del
numero di DC circolanti mieloidi (BDCA-1" o BDCA-3%), in
confronto ai controlli sani. Per le DC plasmacitoidi non si sono
osservate differenze importanti fra i due gruppi di pazienti. | pazienti
obesi ma non diabetici, mostravano un incremento di DC mieloidi
BDCA-1" senza mostrare differenze significative se confrontate con i
soggetti sani [132].

Altro dato significativo riportato in questa tesi € che,
nonostante 1’aumento dei precursori circolanti, gli stessi non erano in
grado di differenziarsi ex vivo in DC pienamente mature. Sembra
ragionevole pensare che le pazienti obese e con DMT2 presentassero

uno shilanciamento delle DC mieloidi, le principali cellule coinvolte
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nelle risposte Thl-mediate, che potesse essere controbilanciato da un
aumento del numero di precursori mieloidi circolanti (BDCA-1" e
BDCA-3"). Stiamo ancora valutando la funzionalita di tali cellule
ottenute dalle pazienti obese e diabetiche per verificare questa ipotesi.

E’ una esperienza clinica piuttosto comune quella che vede le
pazienti di DMT?2 essere suscettibili di infezioni opportunistiche. Le
ragioni che sottendono tale immunodeficienza non sono
completamente chiare, ma una possibile spiegazione, ipotizzabile in
base ai risultati presentati in questa tesi, € che le Mo-DC di queste
pazienti difficilmente raggiungono uno stato di piena maturazione e
cio puo portare alla maggiore suscettibilita ai patogeni per fenomeni di
tolleranza. Abbiamo confrontato i nostri dati con la letteratura
internazionale. Il confronto non é facile ed immediato, perché la
presenza di piu comorbidita e/o la presenza di eventi ischemici
pregressi, incidono sul fenotipo e/o funzione delle DC. E’ stato
recentemente dimostrato che la frequenza assoluta e relativa sia di DC
mieloidi che plasmacitoidi era significativamente diminuita in pazienti
maschi diabetici (ma non obesi) con scarso controllo glicemico, se
confrontata con i controlli sani, suggerendo che 1’iperglicemia avesse
un ruolo chiave nell’omeostasi delle DC [137]. In un altro lavoro,
donne diabetiche con scarso controllo glicemico selezionate dallo
studio ACCORD, presentavano un minor numero di DC plasmacitoidi
circolanti rispetto ai controlli [124]. 1 nostri risultati sono
apparentemente in contrasto con questi dati. Dobbiamo precisare che

nello studio ACCORD, le pazienti selezionate erano ad alto rischio
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cardiovascolare [124] e provenivano da uno studio multicentrico,
controllato e randomizzato nel quale sono stati testati i benefici
cardiovascolari relativi ad un intenso controllo della glicemia,
pressione sanguigna e stato lipidico per mezzo di 3 diversi trattamenti
farmacologici. Le pazienti selezionate nel nostro studio non
presentavano un elevato rischio cardiovascolare, avevano un normale
profilo lipidico e non avevano manifestato nessun evento
cardiovascolare pregresso. Inoltre, abbiamo utilizzato un pannello di
anticorpi monoclonali selettivi che riconoscono i diversi marcatori di
progenitori (BDCA1,2,3) per I’analisi delle DC circolanti che
permettono il rilevamento di sottopopolazioni di DC piccole ed
eterogenee come BDCA-3, una piccola popolazione di DC circolanti
CD1237/ CD11c" [143]. | risultati finora mostrati dimostrano che in
condizioni di diabete e obesita c’¢ una de-regolazione dei precursori
mieloidi delle DC, che possono essere correlati alle compromesse
funzioni immunitarie.

Altra caratteristica funzionale che abbiamo evidenziato nelle
Mo-DC ottenute dalle pazienti obese e con DMT2 é che raddoppiano
la loro capacita di aderire ad un monostrato di cellule muscolari lisce
coronariche umane. Nonostante non siano state valutate le integrine e
molecole di adesione eventualmente implicate in questo processo, i
dati suggeriscono che le DC ottenute dalle pazienti possano avere
proprieta adesive maggiori grazie a molecole di adesione e altri
sistemi potenziati dall’aumentata infiammazione e disfunzione

endoteliale, sicuramente presente nelle pazienti. Questo ci porta ad
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ipotizzare che queste cellule possano essere proposte come

biomarcatori precoci di inflammazione/disfunzione endoteliale.

Nella seconda parte della tesi € stato approfondito lo studio dei
meccanismi di interazione fra cellule dendritiche e muscolari lisce
vascolari in un sistema in vitro che potesse il piu possibile mimare
I’ambiente infiammatorio. Abbiamo dimostrato che:

1) Le cellule muscolari lisce coronariche umane (CASMC)
stimolano la differenziazione delle DC da immature ad un efficiente
fenotipo maturo immunostimolante; 2) Le interazioni fra DC e
CASMC sono mediate da mediatori solubili; 3) Cellule dendritiche
mature possono aderire alle CASMC almeno in parte grazie al legame
CD11c e ICAM-1 e fra CD18 e VCAM-1; 4) L’aggiunta di citochine
nel sistema in vitro, al fine di mimare un ambiente infiammatorio,
potenzia sia I’influenza delle CASMC sulle DC che 1’adesione fra
CASMC e DC mature; 5) A seguito della stimolazione delle CASMC
sia con atorvastatina (inibitore della HMG-CoA reduttasi) che con
rosiglitazone (agonista PPARY), si ottiene un’inibizione significativa e
dose-dipendente dell’aumento dell’adesione fra DC e CASMC
operato dalle citochine; 6) DC mature umane sono in grado di
stimolare la migrazione di CASMC, effetto che viene potenziato dal
pretrattamento delle cellule muscolari con citochine. Le DC, oltre ad
essere cellule presentanti 1’antigene, possono regolare i processi
inflammatori  indipendentemente  dai  meccanismi  immunitari

adattativi, questo grazie alla loro capacita di stimolare il reclutamento
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dei granulociti neutrofili [144], delle cellule natural killer (NK) [145]
e mediante la secrezione di IFN di tipo | [146]. Abbiamo
precedentemente descritto la presenza fisiologica di iDC, derivate da
precursori circolanti, nella parete delle arterie umane e la loro co-
localizzazione nella tonaca avventizia con linfociti T, mastociti e
cellule muscolari lisce vascolari della neointima sia nelle lesioni
aterosclerotiche umane [58-60] che in modelli di arteria carotide di
ratto sottoposta a lesione sperimentale [61,62]. Le cellule muscolari
lisce migrate nella neointima, come abbiamo visto, possono secernere
proteine della matrice extracellulare, interleuchine, chemochine e
fattori di crescita, incluso il fattore di crescita tumorale TNF-a e
possono diventare inoltre cellule schiumose [147,148]. E’ lecito
supporre che la loro capacita di interagire con le DC e altre cellule del
sistema immunitario giochi un ruolo importante nel mantenere
I’infiammazione a livello locale. Tuttavia rimane ancora poco chiaro
come le cellule dendritiche vengano reclutate nella lesione vascolare,
meccanismo che puo avere inizio da un richiamo dei precursori
circolanti o dal coinvolgimento delle iDC residenti nella parete
arteriosa, o entrambi. Un evento chiave di tale processo puo consistere
nel reclutamento di cellule infiammatorie o immunitarie da parte
dell’endotelio “disfunzionale”. E’ stato dimostrato infatti che
un’alterata  funzionalita dell’endotelio stimola 1’adesione, la
migrazione delle DC attraverso esso [65] e inoltre la loro maturazione,
evento che é condiviso anche dalle piastrine [149-151]. Tutti questi

fenomeni suggeriscono che ci sia un richiamo nella neointima di DC
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che attivandosi e maturando contribuiscono all’infiammazione
vascolare locale. Dal momento che non ci sono informazioni su come
le VSMC possano interagire con altre cellule immunitarie nel contesto
della parete vascolare concorrendo in tal modo alla progressione e
complicazione dell’ateroma, abbiamo sfruttato un modello
sperimentale di inflammazione vascolare in vitro per studiare il
fenomeno. Abbiamo cosi potuto dimostrare che le DC e CASMC
possono interagire reciprocamente. Nel nostro modello in vitro di co-
coltura nel quale DC mieloidi immature venivano messe in contatto
indiretto (mediante la sola condivisione del mezzo di coltura) con
CASMC, i fattori solubili che venivano rilasciati dalle cellule
muscolari lisce vascolari stimolavano la completa maturazione di
queste ultime (ccDC). La maturazione era assolutamente
sovrapponibile a quella che si otteneva con protocolli standard per la
loro maturazione in vitro (mDC). E’ stato infatti misurato un aumento
del marcatore di maturazione CD83, come delle molecole co-
stimolatorie CD80 e CD86 nella popolazione di DC co-coltivata con
le CASMC (ccDC) rispetto alle DC immature. Le DC maturate dal
mezzo di coltura condiviso, erano inoltre capaci di stimolare la
proliferazione di linfociti allogenici in misura sovrapponibile alla
capacita delle mDC generate con protocolli standard. E’ stato
precedentemente dimostrato che le piastrine e le cellule endoteliali
sono in grado di attivare e modulare la maturazione delle DC [149-
151], rafforzando cosi I’importante ruolo delle DC e delle loro

interazioni a livello della parete vascolare nella progressione di un

89



microambiente infiammatorio. | risultati che abbiamo ottenuto inoltre
suggeriscono che le VSMC possono contribuire a trattenere le DC
nella parete arteriosa mediante [’adesione intercellulare. Tale
fenomeno infatti & significativamente potenziato sotto stimolazione
delle cellule muscolari lisce con citochine inflammatorie. L’aumento
dell’adesione delle DC alle CASMC appare essere mediato da una
sovra-regolazione delle molecole di adesione ICAM-1 e VCAM-1
nelle CASMC, dal momento che anticorpi monoclonali neutralizzanti
sub-unita integriniche dei loro contro-recettori quali anti-CD18 e anti-
CD11c riescono a inibire significativamente tale fenomeno. | nostri
risultati sono quindi in linea con dati precedenti in letteratura che
dimostrano come il reclutamento di DC nella lesione aterosclerotica
sia mediato da P- E- selettina e VCAM-1, molecole necessarie per
I’adesione all’endotelio attivato [50]. | risultati di microscopia
elettronica suggeriscono che 1’adesione fra DC e CASMC ¢ di limitata
stabilita, percido non impedisce la conseguente interazione delle DC
con altri tipi cellulari. E’ stato inoltre gia dimostrato che le VSMC
contribuiscono a trattenere i monociti e i granulociti neutrofili nella
parete vascolare [152] e studi che si sono avvalsi di tecniche di
immunoistochimica hanno dimostrato un aumento dell’espressione di
ICAM-1 e VCAM-1 nelle tonache media e intima dei vasi
aterosclerotici [153,154].

Abbiamo inoltre dimostrato che le DC erano capaci di
modulare la funzionalita delle VSMC, dal momento che abbiamo

misurato un aumento significativo della migrazione spontanea delle
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CASMC in risposta al terreno condizionato proveniente da mDC e
ccDC. La migrazione delle VSMC e un processo chiave della
formazione della neointima e percio il suo aumento in vitro puo essere
considerato come un segno di attivazione di queste cellule. Inoltre
abbiamo potuto dimostrare che quando le CASMC venivano
pretrattate con citochine infiammatorie (i.e. TNF-a e IFN-y),
mimando un ambiente infiammatorio a livello vascolare, la loro
capacita di migrare verso il terreno condizionato sia delle mDC che
delle ccDC aumentava significativamente. Le citochine infiammatorie
possono modulare gli effetti delle interazioni fra DC e CASMC su
entrambi 1 tipi cellulari perpetuando o peggiorando 1’inflammazione
vascolare locale. Cio € in linea con dati della letteratura internazionale
che dimostrano come la condizione clinica del diabete stimoli il
legame dei monociti alle VSMC e la loro differenziazione in
macrofagi [138] e che le DC ottenute da pazienti obesi e diabetici,
come abbiamo dimostrato nella prima parte dei risultati che abbiamo
pubblicato, aumentino significativamente la loro adesione alle
CASMC. | dati riportati in questa tesi sono la prima dimostrazione che
DC e cellule muscolari lisce coronariche possono stimolarsi
reciprocamente e da qui cooperare nell’esacerbare 1’infiammazione
della parete vascolare. Il pretrattamento delle CASMC con
atorvastatina (10 nM-1 uM) e rosiglitazone (1-20 puM) inibisce
significativamente I’incremento di adesione delle mDC alle CASMC

in risposta alle citochine infiammatorie. La selettivita si atorvastatina
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su HMGCoA-reduttasi era confermata dall’aggiunta di mevalonato,
che revertiva I’effetto della statina.

Le statine, inibitori dell” HMG-CO0A reduttasi, sono i principali
farmaci utilizzati nel trattamento delle dislipidemie, caratterizzate da
alti livelli di LDL-colesterolo. Molti studi hanno dimostrato che questi
farmaci posseggono effetti pleiotropici che possono avere un ruolo
protettivo nel contesto dell’aterosclerosi, ma che sono indipendenti dal
loro principale meccanismo di azione, che consiste nella inibizione
della sintesi del colesterolo, bloccando la tappa fondamentale che
trasforma la idrossi-metil-glutaril-CoA in mevalonato. Gli effetti
pleiotropici delle statine sono probabilmente imputabili alla inibizione
della farnesilazione delle proteine Ras/Rac/Rho, come pure
all’attivazione dei fattori trascrizionali PPAR [155]. Uno degli effetti
protettivi delle statine ¢ senza dubbio il ripristino dell’attivita
endoteliale della sintasi del nitrossido (eNOS) [156]. Inoltre, effetti
antiossidanti (come la diminuita produzione della NADPH ossidasi)
portano ad una diminuzione delle specie reattive dell’ossigeno nel
torrente circolatorio [157]. E’ stato dimostrato che marcatori di
inflammazione come la proteina C reattiva e NF-kB sono ridotti dalle
statine, portando quindi all’ipotesi che queste ultime posseggano
effetti anti-infiammatori [158]. Altri meccanismi proposti includono
I’immunomodulazione, la normalizzazione del segnale simpatico, la
stabilizzazione della placca aterosclerotica, una diminuita attivazione
della cascata della coagulazione e 1’inibizione dell’aggregazione

piastrinica. La pre-incubazione con statine di DC stimolate con
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lipopolisaccaride sopprime significativamente la produzione di
citochine pro-infiammatorie, la capacita endocitotica e la capacita di
indurre la proliferazione ¢ 1’attivazione dei linfociti T [113]. Un
ulteriore studio fornisce evidenze cliniche che 20 mg al giorno di
atorvastatina per 4 settimane riducono significativamente
I’espressione di DC e metalloproteasi nella parete aortica di pazienti
sottoposti a replacement dell’aorta addominale [159]. Tutti questi
risultati, insieme alla nostra osservazione che le statine inducono una
significativa diminuzione dell’adesione di DC mature a CASMC
stimolate con citochine infiammatorie, suggeriscono effetti
pleiotropici che possono essere indipendenti dalla inibizione delle
LDL, ma che possono essere utili per la prevenzione o il trattamento
della patologia aterosclerotica [160]. Questi risultati sperimentali
precedentemente pubblicati e i risultati presentati in questa tesi di
dottorato supportano le evidenze cliniche relative alla diminuzione
delle DC nelle lesioni aterosclerotiche in seguito a trattamento dei
pazienti con statine [109].

PPARy ¢ un recettore nucleare che ¢ stato suggerito poter
giocare un ruolo protettivo nella patogenesi dell’aterosclerosi. E’ stato
dimostrato che i ligandi di PPARy hanno proprieta anti-inflammatorie
in molti sistemi in vitro e modelli animali in vivo. Benché i
meccanismi riguardo la regolazione negativa PPARy mediata della
produzione di citochine infiammatorie da parte delle cellule
immunitarie non é ancora ben chiara, molte evidenze supportano

I’ipotesi di meccanismi trans-repressivi mediante i quali fattori di

93



trascrizione come NF-kB, NF-AT, Spl e AP-1 sono inibiti dal legame
con PPAR attivato [161-163]. Infatti, una conseguenza addizionale di
questi meccanismi trans-repressivi e che la proliferazione cellulare ¢
rallentata e la produzione autocrina di fattori di crescita come ad
esempio IL-2 per i linfociti T € inibita [162]. E’ ragionevole supporre
che nei nostri modelli sperimentali in vitro, I’inibizione dell’adesione
di DC a CASMC osservata in presenza sia di atorvastatina che
rosiglitazone, sia mediata dall’ inibizione dell’espressione di molecole
di adesione, notoriamente indotte da NF-kB.

Possiamo concludere che 1’ambiente infiammatorio possa
stimolare le interazioni fra DC e VSMC in tal modo portando al
rimodellamento vascolare. Tali interazioni possono rappresentare un
punto di collegamento critico fra 1 aterosclerosi e 1 processi
immunologici a livello cellulare. La conoscenza dei ligandi e recettori
coinvolti in tali interazioni potrebbero essere proposti come bersagli
rilevanti sia per la ricerca di base che per lo sviluppo di nuove
strategie terapeutiche al fine di prevenire patologie vascolari e le loro

complicazioni.
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