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SOMMARIO

Laterosclerosi € una malattia immuno-mediata, predisposta da alcuni fattori di rischio. La precisa pato-
genesi non ¢ ancora del tutto chiara, ma € stato messo in evidenza come la progressione e l'instabilita
delle lesioni aterosclerotiche siano promosse da una serie di risposte cellulari e molecolari altamente
specifiche ed assimilabili ad una malattia infiammatoria. La risposta immunitaria sia innata che adattativa
gioca un ruolo importante nello sviluppo e progressione dell’aterosclerosi. Elevati livelli di lipoproteine
a bassa densita (LDL) e di trigliceridi, ridotti livelli di lipoproteine ad alta densita (HDL) insieme al dia-
bete mellito, il fumo di tabacco e l'ipertensione arteriosa, costituiscono i principali fattori di rischio per
I'aterosclerosi; tuttavia, le ipotesi piu recenti, suggeriscono anche il ruolo potenziale di una componente
autoimmune, probabilmente iniziata e mantenuta da lipoproteine modificate e/o da antigeni di origine
microbica, nel promuovere la patologia. Scopo di questa rassegna € presentare alcuni aspetti emergenti
nella relazione aterosclerosi e risposta immunitaria. Particolare rilievo sara dato al ruolo dei pathogen
recognition receptors (PRRs) e delle pathogen recognition molecules (PRMs) in grado di connettere la
risposta immunitaria innata ed adattativa. Verranno inoltre trattati i differenti subset monocitari e linfoci-
tari circolanti e la possibilita di modulare la chemiotassi nelle lesioni aterosclerotiche.

La comprensione del ruolo emergente delle componenti immunitarie innata, adattativa ed autoimmunita-
ria nel contesto del modello pato-fisiologico dell’aterosclerosi € di fondamentale importanza per identifi-
care sia nuovi potenziali bersagli terapeutici sia marcatori di progressione di malattia in grado di miglio-

rare la stratificazione dei pazienti in aggiunta ai normali fattori di rischio.

Parole chiave: pentraxine, polarizzazione macrofagica, linfociti T regolatori.

Introduzione

L’aterosclerosi € una malattia immuno-
mediata, predisposta da numerosi fattori
di rischio. La precisa patogenesi non &
ancora del tutto chiara, ma € stato messo
in evidenza come la progressione e l'insta-
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bilita delle lesioni aterosclerotiche siano
promosse da una serie di risposte cellu-
lari e molecolari altamente specifiche ed
assimilabili ad una malattia inflammatoria
(1-3). Elevati livelli di lipoproteine a bassa
densita (LDL) e di trigliceridi, ridotti livelli
di lipoproteine ad alta densita (HDL) insie-
me al diabete mellito, il fumo di tabacco
e l'ipertensione arteriosa, costituiscono i
principali fattori di rischio per I'ateroscle-
rosi, tuttavia le ipotesi pill recenti sugge-
riscono anche il ruolo potenziale di una
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componente autoimmune, probabilmente
iniziata e mantenuta da lipoproteine modi-
ficate (4) e/o da antigeni di origine micro-
bica (5) nel promuovere la patologia. Uno
dei principali processi aterogeni ¢ legato
all'accumulo di LDL a livello dello spazio
sub-endoteliale. I fattori di rischio e lo she-
ar stress, che agisce sulle pareti dei vasi a
livello delle biforcazioni, possono condur-
re ad una attivazione e disfunzione endo-
teliale. Tali alterazioni favoriscono l'accu-
mulo di LDL nelle pareti dei vasi. Le LDL
accumulate possono poi andare incontro a
modificazioni ossidative trasformandosi in
particelle pro-infiammatorie (oxLDL) che
a loro volta contribuiscono a peggiorare lo
stato di disfunzione endoteliale, portando
all'espressione di VCAM-1 (molecola di
adesione cellulo-vascolare-1) e ICAM-1
(molecola di adesione intercellulare-1), e
al rilascio di chemochine, necessarie al re-
clutamento di monociti e cellule T a livello
dell'intima (6).

Il progredire del processo infiammato-
rio porta ad un aumento e attivazione dei
monociti-macrofagi e linfociti T, i quali se-
cernono citochine chemochine e fattori di
crescita che conducono ad una progressio-
ne della placca ed eventuale formazione di
necrosi locale e iperplasia delle cellule mu-
scolari lisce. I monociti infiltrati a livello
sub endoteliale sotto l'influenza di alcuni
stimoli locali, si differenziano in macrofagi
e aumentando l'espressione dei recettori
scavenger (SRs) e dei recettori coinvolti
nella risposta immunitaria innata, i toll-like
receptors (TLRs). SRs mediano la capta-
zione da parte dei macrofagi delle particel-
le di oxLLDL, provocando la formazione di
degli esteri di colesterolo e successiva for-
mazione di cellule schiumose (macrofagi
carichi in lipidi) a livello dell'intima vasco-
lare (6). Pertanto le oxLDL agiscono come
fattori pro-infiammatori sia nella fase inizia-

le, contribuendo all’attivazione endoteliale,
e promuovendo la formazione della placca
aterosclerotica, sia durante la progressio-
ne della malattia amplificando la risposta
inflammatoria favorendo I'attivazione della
risposta macrofagica e quindi I'interazione
macrofagi-linfociti T. Le prime evidenze di
un coinvolgimento della risposta adattati-
va nell’aterosclerosi, risalgono alla meta
degli anni ’80 quando Jonasson e Hansson
hanno descritto la presenza nelle placche
carotidee umane di linfociti T con un pro-
filo di attivazione espresso dalle molecole
HLA-DR e VLA-1 (7).

Hansson e Stemme nella seconda meta
degli anni ’90 hanno poi evidenziato come
tali linfociti T presenti nelle placche rico-
noscessero delle strutture ossidate delle
lipoproteine (4). Queste pubblicazioni e
numerose altre, hanno condotto a focaliz-
zare linteresse sui macrofagi e sulle cel-
lule T come mediatori della progressione
dell’aterosclerosi e determinanti della su-
scettibilita della placca alla rottura (8).

Altra componente della placca € costitu-
ita dalle cellule muscolari lisce, che gioca-
no un ruolo in una seconda fase durante il
processo di formazione della placca, gui-
date dalla risposta infiammatoria verso la
proliferazione o I'apoptosi.

La risposta immune innata e quella adat-
tativa, mediata dai linfociti T e B, sarebbe-
ro poi responsabili del mantenimento di
uno stato inflammatorio locale in presenza
di un antigene a livello della placca. In una
fase successiva di maturazione dell’ate-
roma il processo infiammatorio mediato
dall'interazione delle cellule T con i ma-
crofagi e le cellule B potrebbe auto-man-
tenersi anche in assenza dell’antigene che
ha iniziato il processo. Accanto ai concetti
classici legati al ruolo delle ox-LDL, dei
macrofagi e dei linfociti CD4+ nell’atero-
sclerosi, gli studi pitt recenti hanno eviden-
ziato, sia la presenza di numerosi altri pla-
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yer immunitari come cellule dendritiche,
neutrofili, linfociti T regolatori (Treg),
ma anche suggerito regolazioni fini della
risposta immunitaria legata alle differenti
sottopopolazioni monocitarie e linfocitarie
circolanti, alle complesse interazioni PRRs
(pathogen recognition receptors) e PRMs
(pathogen recognition molecules) in gra-
do di connettere la risposta immunitaria
innata ed adattativa durante 'aterosclero-
si. Scopo di questa review ¢ approfondire
alcuni di questi aspetti emergenti nella pa-
tologia aterosclerotica.

Immunita innata

Il sistema immunitario innato consiste
di due componenti, una umorale ed una
cellulare. Recentemente entrambe queste
componenti sono state oggetto di appro-
fondimenti nel campo dell’aterosclerosi.

Pentraxine

Le pentraxine, (per esempio quelle cor-
te come proteina C reattiva oppure quelle
lunghe come PTX3) sono fattori chiave
della risposta immune umorale insieme
alla cascata del complemento, le collec-
tine e le ficoline. In risposta ad un danno
tissutale oppure alla presenza di microrga-
nismi, i neutrofili, i macrofagi e le cellule
dendritiche sono le principali sorgenti di
queste molecole definite PRMs. Queste
a loro volta interagiscono con e regolano
diversi effettori cellulari attraverso la I'at-
tivazione e modulazione della cascata del
complemento; 'agglutinazione e neutraliz-
zazione; I'opsonizzazione e la modulazione
dell'infiammazione. Per questo motivo la
componente umorale dell'immunita innata
rappresenta un sistema integrato compo-
sto da diverse molecole che mostra alcune
caratteristiche funzionali comuni con gli
anticorpi.

Tra i numerosi PRMs sicuramente le

pentraxine giocano un ruolo chiave (9). Si
tratta di una superfamiglia di proteine di
fase acuta, altamente conservate durante
I'evoluzione che puo essere classificata in
pentraxine corte come la protein C reattiva
(CRP) e lunghe come PTX3. Quest’ultima
possiede un lungo dominio N-terminale
accoppiato al tipico dominio C-terminale
pentraxinico e si differenzia da CRP in
termini di organizzazione genica, sorgen-
te cellulare (fegato per CRP, macrofagi,
cellule dendritiche, neutrofili ed endo-
telio per PTX3) e ligandi riconosciuti.
Nell'uomo PTX3 come CRP ¢ un marker
di aterosclerosi e correla con il rischio di
sviluppare eventi cardiovascolari (9). A
differenza di CRP dove la sequenza e la
regolazione non € conservata tra topo e
uomo (nel topo CRP non € una proteina di
fase acuta) per PTX3 durante I'evoluzione
si € osservata un’elevata conservazione in
termini di sequenza, organizzazione geni-
ca e regolazione permettendo l'utilizzo di
modelli animali transgenici per chiarire il
suo ruolo fisiopatologico. In un modello di
infarto miocardico, la mancanza di PTX3 si
associa ad un aumento del danno cardiaco
e della risposta infiammatoria (10).

Piut recentemente abbiamo dimostrato
che PTX3 puo essere modulata dalle HDL
nelle cellule endoteliali (11) e soprattutto
la carenza di PTX3 in un topo privo di apo-
lipoproteina E (ApoE knock out) si associa
con un aumento dell’aterosclerosi, dell’ac-
cumulo di macrofagi nella placca ed un au-
mento del profilo infiammatorio vascolare
(12). Queste osservazioni, indicano un
ruolo protettivo per PTX3 a livello cardio-
vascolare, suggerendo la possibilita che i
livelli aumentati di PTX3 in soggetti con
malattie cardiovascolari possano rappre-
sentare una risposta fisiologica protettiva
che correla con la severita della malattia
(Figura 1).1 dati che si stanno accumulan-
do suggeriscono pertanto che 'aumento
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Figura | - PTX3 ed malattie cardiovascolari.

PTX3 viene indotta rapidamente a livello tissutale e rilasciata in circolo nei siti di infarto miocardico, aterosclerosi e dan-
no vascoalre. Un serie di studi in modelli sperimentali ha mostrato che:

a) le aree infartuate sono significativamente maggiori nei topi carenti di PTX3 rispetto agli animali wid type, e l'utilizzo di
PTX3 ricombinante riduce il danno e I'infiammazione cardiaca;

b) la sovraespressione di PTX3 blocca la restenosi nel modello di danno alla carotide del ratto;

¢) la mancanza di PTX3 ¢ associata con aumentata aterosclerosi, aumento dell’accumulo di macrofagi ed infiammazione

nelle lesioni aterosclerotiche.

di pentraxine durante I'aterosclerosi possa
non rappresentare una risposta dannosa
ma piuttosto un ulteriore tentativo di pro-
tezione da parte del nostro organismo.

Pattern-recognition receptors

I pattern-recognition receptors (PRRs)
sono una superfamiglia di recettori coin-
volti nel riconoscimento ed eliminazione
del materiale ritenuto dannoso.

Questa famiglia consiste di recettori
solubili, di membrane e citoplasmatici.
Sono stati descritte due classi principali
di PRRs, i recettori endocitici che media-
no principalmente l'uptake dell’antigene
e i recettori-segnale necessari per l'attiva-
zione della risposta inflammatoria. I primi
mediano la cleareance delle lipoproteine,
dei frammenti apoptotici e I'eliminazione
dei patogeni oltre all’'uptake dell’antigene
necessario per la successiva presentazio-
ne da parte delle cellule presentanti I'anti-

gene (APCs). In questo gruppo sono com-
prese diverse classi di recettori tra cui gli
scavenger receptors (SRs), le C-lectine e
i recettori che mediano 'opsonizzazione.
Il legame a questi recettori normalmente
non si traduce nella produzione di cito-
chine pro-infiammatorie. Nell’aterogenesi
questi recettori sono coinvolti nella clea-
rance delle ox-LDL e quindi partecipano
alla formazione delle cellule schiumose.
La seconda grande classe di recettori e
costituita dai PRRs, la cui attivazione e as-
sociata alla modulazione di un segnale in-
tracellulare. Esiste spesso un crosstalk tra i
diversi PPRs che si traduce nell’attivazione
di meccanismi comuni che determinano il
tipo di risposta immunitaria atta all’elimina-
zione del patogeno o alla modulazione della
risposta infiammatoria conseguente al dan-
no tissutale. La principale classe di PRRs
¢ costituita dai toll-like receptors (TLRs)
che partecipano allimmunita innata con
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riflessi anche su quella adattativa. Ad oggi
sono stati caratterizzati 10 TLRs nell'uomo
e 13 nel topo; I'attivazione di questi recetto-
ri si traduce in una risposta inflammatoria
acuta associata all'induzione di chemochi-
ne, citochine e molecole co-stimolatorie.
I TLRs hanno quindi un ruolo essenziale
anche nel controllare e promuovere la ri-
sposta adattativa verso un determinato an-
tigene. In particolare, I'attivazione di questi
recettori induce l'espressione delle mole-
cole di adesione ed il rilascio di fattori che-
miotattici che attirano cellule immunitarie
nei siti infiammati. I TLRs sono espressi in
tutti i tessuti e principalmente dalle cellule
del sistema immunitario innato, compresi i
macrofagi, cellule dendritiche e mastociti
ma anche cellule endoteliali e muscolari li-
sce. I TLRs contribuiscono all’aterosclero-
si promuovendo la presentazione dell’anti-
gene che a sua volta risulta nell’attivazione
e polarizzazione dellimmunita adattativa.
Inoltre i segnali intracellulari attivati attra-
verso il TLRs sono in grado anche di mo-
dulare il metabolismo lipidico e influenzare
la formazione delle cellule schiumose. Tra
i recettori piu rilevanti, quello pit espresso
¢ il recettore TLR4 (6). TLR4 é presente
su diversi tipi di cellule (cellule endoteliali,
macrofagi, cellule dendritiche) ma viene
principalmente espresso e attivato sui ma-
crofagi ricchi di lipidi (cellule schiumose).
L'espressione e l'attivita dei recettori TLR4
aumenta in risposta alle oxLDL attivando i
macrofagi e inducendo la stimolazione di
fattori pro-infiammatori quali IL18 e IL12.
Le interleuchine promuovono e modula-
no l'attivazione delle cellule T che contri-
buiscono alla progressione dei processi
inflammatori a livello della lesione atero-
sclerotica. Le oxLDL esercitano anche
un’azione chemotattica nei confronti dei
monociti. Infatti i recettori TLR4 sovra-
attivati possono indurre la proteina che-
motattica dei monociti-1(MCP-1) e altre

chemochine coinvolte nel reclutamento
dei monociti (13). Mentre numerosi dati in
modelli murini ed in vitro evidenziano un
importante ruolo di TLR4 nell’ateroscle-
rosi, 1 dati nell’'uomo sono piu confusi. Un
polimorfismo comune di TLR4 associato
ad ipofunzionalita del recettore € stato ini-
zialmente associato ad una riduzione degli
infarti miocardici (14).

Tuttavia studi pit recenti non sono sta-
ti in grado di validare questi risultati (15)
ed anche l'associazione con l'intima me-
dia thickness non é stata confermata (16,
17). Quindi data la possibilita di sviluppare
approcci terapeutici contro questi target €
ancora importante comprendere a fondo il
ruolo dei TLRs nell'uomo e soprattutto I'in-
terazione con gli altri PRRs cosi come con i
pathway metabolici.

Subsets monocitari circolanti

Lattivazione della risposta immunita-
ria innata & fondamentale per 'induzione
della risposta infiammatoria a livello della
parete vasale. La presenza delle cellule in-
flammatorie nella placca aterosclerotica
dipende dalle modalita del loro recluta-
mento e/o eventuale egressione oltre che
al bilancio tra proliferazione, sopravviven-
za e apoptosi.

Lattivazione della risposta immunitaria
innata si basa sul reclutamento di cellule
circolanti di origine principalmente mono-
citaria durante I'aterogenesi (1). Le popo-
lazioni monocitarie,tuttavia, possono esse-
re caratterizzate sulla base della presenza
di tre antigeni: Ly6C CCR2 e CX3CR1. Mo-
nociti Ly6ChehCCR2*CX3CR1*¥ sono stati
descritti come inflammatori in grado di mi-
grare facilmente nelle arterie prone all’ate-
rosclerosi e differenziarsi a macrofagi (18).
Monociti Ly6C*CCR2*CX3CR1"¢" inve-
ce sono residenti in circolo, controllano i
vasi sanguigni e sono in grado di extrava-
sare duranti alcuni tipi di infezione trasfor-
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mandosi in macrofagi M2 (19). Monociti
Ly6CPhieh uytilizzano CCR2, CX3CR1 e CCR5
per migrare nelle aorte mentre monociti
Ly6Clv utilizzano quasi esclusivamente
CCR5. Nonostante la maggior parte delle
evidenze siano state ottenute in modelli
animali, monociti inflammatori e residenti
sono stati descritti anche nell’'uomo (20).
Nell'uomo, la situazione € leggermente
diversa, cellule CD14*/CD16™ rappresen-
tano circa tra I'80% e il 90% dei monociti
circolanti ed esprimono livelli elevati del
recettore CCR2 e bassi livelli di CX3CR1
e pertanto sono simili ai monociti murini
Ly6Chieh (21).

All'opposto cellule CD16* sono anche
CX3CR1"eh/CCR2Y e sono paragonabili
alla controparte murina Ly6C"" tuttavia
anche quest’ultimi aumentano in circolo in
specifiche condizioni inflammatorie (22).

Recentemente abbiamo inoltre dimo-
strato come un polimorfismo comune di
CX3CR1 che causa ridotta adesivita leu-
cocitaria si associ ad una riduzione dello
spessore medio-intimale carotideo nella
popolazione generale (23), confermando
anche nell’'uomo un ruolo chiave dei mec-
canismi di reclutamento monocitario nella
patologia vascolare.

Polarizzazione M1/M2 dei macrofagi

Cosi come per i monociti anche i ma-
crofagi sono presenti in popolazioni con
caratteristiche funzionali differenti che di-
pendono dagli stimoli che li hanno attivati
(22).

In risposta a componenti batteriche
come LPS o ad interferone y (IFNy) i
macrofagi vanno incontro all’attivazione
classica o M1. Queste cellule producono
specie reattive dell’ossigeno, dell’azoto ed
I1-12. I macrofagi M1 fanno parte della ri-
sposta polarizzata Th1 e sono orientati per
mediare la resistenza verso i parassiti in-
tracellulari e i tumori oltre a promuovere

la distruzione dei tessuti danneggiati. L'at-
tivazione alternativa dei macrofagi (IM2)
ha differenti vie di attivazione: IL-4/11-13,
immunocomplessi, ormoni glucocorti-
coidi, TGF-p e IL-10. Le cellule M2 sono
orientate nel promuovere il rimodellamen-
to tissutale, I'angiogenesi, la regolazione
della risposta immune. M1 e M2 produco-
no chemochine differenti, con i primi che
rilasciano agonisti di CXCR3 come CXCL9
e CXCL10 mentre i secondi producono
agonisti di CCR4 come CCL17 e CCL22.

Il paradigma della polarizzazione M1/
M2 va visto alla luce della plasticita e fles-
sibilita delle cellule fagocitiche che rispec-
chiano la selezione Th1/Th2 dei linfociti
ed il bilancio dei principali attivatori IFNy/
I1-4. La relazione tra i subset monocitari e
polarizzazione dei macrofagi non ¢ chiara.
Nei modelli animali e stato osservato che
Ly6Chieh e Ly6Clv differenziano a macrofa-
gi M1 o M2 rispettivamente ma non e chia-
ro se questo rifletta un pre-commitment o
un differente reclutamento temporale. Du-
rante l'aterogenesi prevalgono le cellule
Th1 che producono IFNy, pertanto c’é una
prevalenza dei macrofagi M1 che produ-
cono citochine pro-infiammatorie. Anche
le ox-LDL e i prodotti microbici presenti
nelle lesioni sono in grado di attivare e po-
larizzare i macrofagi verso M1.

All'opposto la presenza di cellule Th2 e
stata associata alla prevalenza di polarizza-
zione M2 che si osserva anche in presenza
di alcuni agonisti PPARY.

Macrofagi M1 ed M2 pertanto coesisto-
no nell’ateroma (24) rispecchiando la pola-
rizzazione dei macrofagi che si osserva in
altri contesti in risposta a fattori immuno-
logici (IFNy e IL-4), microbici o metabolici
(ossisteroli e PPARy ligandi). Pertanto i
macrofagi presenti nelle placche possono
svolgere funzioni pro ed anti-aterogene ed
il bilancio tra questi fattori influenza I'evo-
luzione della placca ateromasica.
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Immunita adattativa

Lo studio in modelli murini di ateroscle-
rosi incrociati con topi deficitari delle com-
ponenti della risposta immune adattativa
hanno potuto confermare sperimentalmen-
te il ruolo generalmente pro-aterogenico
della risposta immune adattativa. Tuttavia,
alcune critiche sono state mosse ai modelli
murini utilizzati, in particolare per la man-
canza di predisposizione trombotica delle
placche nel topo (25). Novita nella ricerca
sulla risposta adattativa nell’aterogenesi e
le sue complicanze sono relative a:

1) caratterizzazione di diversi subset linfo-
citari (memoria, Treg);

2) modulazione della chemotassi delle
cellule mono-linfocitarie;

3) contributo dei linfociti B.

Subset linfocitari T

La ricerca sulla risposta adattativa
nell’aterogenesi nell'uomo ha evidenziato
come la presenza dei linfociti T esprimenti
HLA-DR (attivati) (26) o mancanti del re-
cettore CD28 (chiamati CD28null: linfociti
T con caratteristiche di cellule memoria)
(27) o con ridotta espressione del T-Cell
Receptor (TCRdim: anch’essi T con carat-
teristiche memoria) (28) fosse aumentata
nel sangue circolante dei pazienti con sin-
drome coronarica acuta.

Tali fenotipi di linfociti T, detti memo-
ria perché hanno gia incontrato 'antigene,
sembrano avere un’aumentata auto-reatti-
vita e predisporre l'individuo all’auto-im-
munita, e sono stati descritti in malattie au-
toimmuni come l'artrite reumatoide (29).
Inoltre € stato mostrato come i linfociti T
HLA-DR+ e i linfociti T CD28null abbiano
caratteristiche di oligoclonalita, e cioe un
ristretto numero di cloni del TCR specifici
per precisi antigeni (26, 27). La presenza
di una selezione di cloni a livello delle plac-
che coronariche ¢ stata recentemente con-

fermata sia per le cellule T che per le cellu-
le B (30, 31) suggerendo la possibilita che
la placca si possa comportare come una
struttura linfoide di nuova formazione, che
assomiglia a livello molecolare all’'organiz-
zazione delle strutture linfoidi seconda-
rie, come 1 linfonodi. Recenti studi hanno
inoltre dimostrato come nel topo, cellule
T CD4+ riconoscano epitopi presenti sulle
ApoB100 native e che questa risposta é as-
sociata ad un limitato numero di clonotipi
del TCR (32).

Recentemente molta attenzione € emer-
sa per un altro subset linfocitario quello
dei linfociti T regolatori (Treg). La riduzio-
ne delle cellule Treg nel modello murino
prono ad aterosclerosi € associata ad un
incremento delle placche (33). Di contro
I'induzione, attraverso stimoli differenti,
di cellule Treg naturali e antigene-specifi-
che e associata ad una riduzione dell’ate-
rogenesi nel modello murino. In partico-
lare la somministrazione nasale di una
proteina di fusione di un peptide derivato
dall’apoB-100 (p210) e la subunita B della
tossina colerica ha portato ad una riduzione
delle placche aterosclerotiche a 12 settima-
ne nei topi Apoe (-/-) e questo effetto si €
accompagnato all'induzione di cellule Treg
antigene-specifiche secernenti IL-10 (34).
Nell'uomo sono stati valutati i livelli in par-
ticolare delle Treg naturali caratterizzate
da un fenotipo con alti livelli di espressione
del recettore per IL-2 (CD25), bassi livelli
del recettore dell'IL-7 (CD127), intermedi
livelli di CD4 e presenza intracellulare del
fattore trascrizionale FOXP3 (Figura 2).

Gli studi hanno condotto a risultati non
simili tra loro, e recentemente uno dei
primi studi nell'uomo condotto dal nostro
gruppo (35) non ha evidenziato che la pre-
senza dilivelli ridotti di Treg circolanti si as-
soci ad un’aterosclerosi pit marcata, come
appariva nel modello murino. Questo puo
essere spiegato dal fatto che la definizione
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Figura 2 - Identificazione della popolazione T-regolatoria CD3+CD4+CD25M¢"CD 127",

I linfociti vengono identificati ed inseriti elettronicamente nel gate in base ai segnali scatter forward ed orthogonal scatter
(A) e la positivita a CD3 (componente del recettore dei linfociti T e marcatore dei linfociti T) (B). Le percentuali riportate
si riferiscono all'intero setting delle cellule T CD3+CD4+(C). Dopo il gate delle cellule T CD3+ si procede attraverso due
diverse strategie a valutare i livelli di cellule T regolatorie circolanti (D) raggruppando le cellule T CD25¢? (CD25 & il
recettore dell'll-2) con espressione lievemente ridotta (“dim”) di CD4; oppure: (E) raggruppando le cellule T
CD3+CD4+CD25"ehCD127% (CD127 ¢ il recettore dell'lIL-7). Le percentuali riportate si riferiscono alla popolazione

CD3+CD4+ dei linfociti. Un’elevata correlazione ¢ stata osservata tra cellule CD3+CD4dmCD25Msh

CD3+CD4+CD25"ehCD 127w,

di Treg basata sull’espressione di recettori
puo essere elusiva nell'uomo o che nell'uo-
mo il ruolo delle Treg potrebbe rientrare
in uno scenario molto pitt complesso che
nel topo, e quindi avere un ruolo pit mar-
ginale. Questo dato pero sembra mettere
in evidenza come la quantificazione delle
Treg circolanti, e in particolare il riscontro
di valori relativamente bassi, non possa co-
stituire un biomarcatore per individuare i
soggetti con maggiore propensione all’ate-
rogenesi (35). La possibilita comunque di
poter modulare la risposta infiammatoria
delle placche mediante queste cellule re-
sponsabili della tolleranza periferica rima-
ne un’affascinante via ancora da compren-
dere e da validare.

e le cellule

Inibizione della chemiotassi

11 richiamo dei linfociti nelle placche av-
viene grazie all’azione di recettori di che-
miotassi quali: CCR5 e CXCR3. II blocco
dell’azione di questi recettori nei modelli
di aterosclerosi si associa ad una riduzio-
ne della patologia probabilmente legata
all'inibizione del passaggio dei linfociti dal
sangue all'interno della lesione (36, 37).
CCR5 e CXCR3 costituiscono infatti dei
recettori che guidano I’homing dei linfoci-
ti T verso i tessuti inflammati. Aumentati
livelli di cellule esprimenti questi recettori
di chemiotassi sono stati documentati nel-
le placche aterosclerotiche e anche nelle
vasculopatie coronariche dei cuori trapian-
tati. Numerosi inibitori della chemiotassi
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sono stati valutati in modelli animali (38),
tuttavia ad oggi non esistono ancora stu-
di dell'uomo che dimostrino T'efficacia di
questi farmaci nella patologia ateroscle-
rotica. Alcuni di questi farmaci sono oggi
utilizzati nella pratica clinica anche se
per patologie differenti; particolarmente
promettente sembrano gli antagonisti di
CCR5, utilizzati nei pazienti HIV+. Potrem-
mo ricevere a breve informazioni in sotto-
studi condotti su questi pazienti che sono
paradossalmente pill predisposti all’atero-
sclerosi. Infatti nonostante questi pazienti
presentino un’immunodeficienza acquisi-
ta legata all'infezione del virus, hanno una
profonda modificazione dell’assetto lipido-
metabolico conseguente all'impiego ei far-
maci attivi contro HIV.

Modulazione dell’attivita dei linfociti B
Alcuni studi chiave degli ultimi due anni
hanno rivalutato il ruolo dei linfociti B
nell’aterosclerosi. Infatti recentemente si
¢ osservato che i linfociti B sono presenti
e maturano a livello delle placche atero-
sclerotiche coronariche, probabilmente
sotto lo stimolo di un antigene presente
nelle placche (31). Al di 1a della possibilita
di immunizzare i soggetti a rischio di svi-
luppare aterosclerosi, si € osservato come
un’azione diretta sui linfociti B sia in grado
di portare a delle conseguenze sullo svi-
luppo di aterosclerosi. Infatti nel modello
murino si é visto come la riduzione dei lin-
fociti B, mediante rituximab (un anticorpo
monoclonale contro CD20, che € un mar-
catore dei linfociti B) € in grado di ridurre
I'aterosclerosi (39) aprendo la strada ver-
so un nuovo target di terapia. Il farmaco ¢
gia disponibile in commercio e I'eventuale
riscontro di livelli di aterosclerosi ridotti in
soggetti che fanno uso di rituximab rispet-
to ad un adeguato gruppo di controllo po-
trebbe supportare questa ipotesi nell'uo-
mo. Tuttavia, al momento il costo elevato

del farmaco accanto alle conseguenze di
un eventuale blocco dell’attivita dei linfo-
citi B limita le potenzialita relative all’uti-
lizzo di questo farmaco su ampia scala per
ridurre I'aterogenesi.

Conclusioni

L'aumento dell'incidenza di ateroscle-
rosi in numerose patologie a componente
immunitaria suggerisce come ci sia una
stretta connessione tra le due manifesta-
zioni. La comprensione del ruolo delle
componenti immunitarie innate, adattative
ed autoimmunitarie nel contesto del mo-
dello patofisiologico dell’aterosclerosi € di
fondamentale importanza per identificare
nuovi potenziali bersagli terapeutici e sug-
gerire marcatori di attivita e di rischio di
malattia in grado di migliorare la stratifi-
cazione dei pazienti oltre ai normali fattori
di rischio.

Nonostante esistano gia delle molecole
attive sul sistema immunitario che si sono
dimostrate efficaci nel rallentare I’atero-
sclerosi nei modelli animali il loro poten-
ziale utilizzo nell’'uomo é limitato oltre che
dai costi dei prodotti pitt nuovi anche dal
fatto che non sono noti i potenziali effetti
collaterali dell’alterazione di funzionalita
del sistema immunitario in pazienti con
patologie cardiovascolari.

Sicuramente risulta pitt applicabile la
possibilita di integrare il trattamento delle
malattie autoimmuni associate a sviluppo
di patologie cardiovascolari con quelle
molecole che risultano piu efficaci nel con-
trollare la componente immunitaria nelle
placche aterosclerotiche. La possibilita di
identificare meccanismi piu fini o subset
cellulari piu specifici coinvolti nell’atero-
genesi potrebbe portare all'identificazione
di bersagli terapeutici pit selettivi, il cui
blocco od attivazione potrebbe comporta-
re minori effetti collaterali.
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Per questo motivo puo essere utile ave-
re delle informazioni relative all’assetto
fenotipico e funzionale delle diverse com-
ponenti cellulari ed umorali dell'immunita
innata ed adattativa nelle diverse fasi del
processo aterosclerotico sia a livello circo-
lante che a livello locale della placca.

Tali studi andrebbero condotti sia nei
soggetti asintomatici con differente profi-
lo di rischio valutando marker surrogati di
aterosclerosi sublicnica come puo essere
I'ispessimento medio-intimale carotideo,
sia nei pazienti con aterosclerosi sinto-

matica, come ad esempio in pazienti con
angina da sforzo con documentate ste-
nosi alla coronarografia o in pazienti con
placche carotidee sintomatiche. Questo
perché é altamente probabile che in fasi
diverse del processo siano attivi meccani-
smi che sostengono l'aterogenesi o desta-
bilizzano la placca. I nuovi studi nel campo
dell'immunita ed aterosclerosi puntano in
questa direzione ma nonostante le nume-
rose evidenze precliniche, ci sono ancora
numerosi aspetti da analizzare per traslare
queste conoscenze nell'uomo.

Elenco degli argomenti trattati/Glossario

Immunita Innata

¢ e pentraxine: effettori chiave della risposta immunitaria innata umorale. Sono protei-
ne di fase acute; per alcune di loro come PTX3, il ruolo patofisiologico emerso dagli
studi in modelli murini suggerisce un ruolo ateroprotettivo.

e | pattern recognition receptors (PRRs): Superfamiglia di recettori coinvolti nel ri-
conoscimento ed eliminazione del materiale ritenuto dannoso. Esistono due classi
principali di PRRs, i recettori endocitici che mediano principalmente 'uptake dell’an-
tigene e i recettori-segnale necessari per I'attivazione della risposta infiammatoria. Al
secondo gruppo appartengono i toll-like receptors.

¢ | subset monocitari circolanti: Esistono subset monocitari sia nei modelli murini che
nell'uvomo. Nei modelli murini monociti Ly6Ce®CCR2+CX3CR1" sono stati descritti
come infiammatori in grado di migrare facilmente nelle arterie prone all’aterosclerosi
e differenziarsi a macrofagi. Monociti Ly6C**CCR2°*CX3CR1"e" invece sono resi-
denti in circolo, controllano i vasi sanguigni e sono in grado di extravasare duranti
alcuni tipi di infezione. Nell'uomo popolazioni con simili caratteristiche sono descritte
rispettivamente come CD14+/CD16- oppure CD14—/CD16+.

e Polarizzazione M1/M2 dei macrofagi: Due popolazioni macrofagi che con caratteri-
stiche pro-inflammatorie e pro-aterogene o anti-infiammatorie e anti-aterogene de-
scritte come M1 o M2 sono state evidenziate nelle placche aterosclerotiche.

Immunita adattativa

e Subset linfocitari T: Accanto alle classiche distinzioni Th1 e Th2 esistono subset lin-
focitari come le cellule T-regolatorie oppure linfociti T memoria che influenzano in
maniera differente il processo aterogeno.

¢ Inibizione della chemiotassi: La possibilita di bloccare la chemiotassi dei linfociti nelle
lesioni aterosclerotiche attraverso inibizione dei recettori CCR5 o CXCR3 ¢ stata vali-
data nei modelli animali ed e oggetto di studio nell'uomo.

® Modulazione dell’attivita dei linfociti B: Il blocco dell’azione dei linfociti B mediante
utilizzo di anticorpi monoclonali contro CD20 sembra suggerire un’azione pro-atero-
gena anche di queste cellule fino ad oggi considerate non particolarmente rilevanti
nell’aterosclerosi.
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QUESTIONARIO DI AUTO-APPRENDIMENTO

Il tipo di risposta immunitaria che si osserva du-

rante I’aterosclerosi é:
[ irrilevante o accessoria

| toll-like receptor sono:

[J proteine che attivano la risposta immune ed infiam-
matoria (X)

[ legata esclusivamente ai monociti/macrofagi.

[ proteine che mediano il trasporto inverso di colesterolo

[ innata ed adattativa (X)

| macrofagi sono cellule:

[ strutturali della parte vascolare insieme ad endotelio
e cellule muscolari lisce

[] componenti della risposta immunitaria innata (X)

[ producono anticorpi contro LDL-ossidate e patogeni
Le pentraxine sono:
[] proteine del signalling intracellulare dei linfociti

[ proteine di fase acuta (X)

[0 componenti delle membrane dei macrofagi e cellule
dendritiche

[ recettori dei linfociti associati alla sintesi degli anticorpi
I linfociti T-regolatori sono:

[ cellule modulatrici della risposta adattativa (X)
O cellule dell'immunita innata

[ cellule responsabili dell’attivita pro-aterogena dell’in-
teleuchina 10






