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SUMMARY

Several epidemiological studies documented an inverse relationship between plasma high density li-
poprotein (HDL) cholesterol levels and the extent of atherosclerotic disease. However, recent clinical
trials targeting HDL cholesterol failed to show clinical benefits in term of cardiovascular risk reduc-
tion, suggesting that other HDL components than cholesterol may account for anti-atherogenic ef-
fects attributed to this lipoprotein. Sphingosine 1-phosphate (S1P) - a lysosphingolipid exerting its
biological activity via binding to specific G-protein coupled receptors and regulating a wide array of
biological responses in a variety of different organs and tissues including the cardiovascular system
- has been identified as an integral constituent of HDL particles. In plasma, S1P is present at high
nanomolar concentrations, mainly bound to HDL and at less extent to albumin and other lipoproteins.
Epidemiological studies suggest that the partitioning of S1P into HDL and non-HDL plasma pool may
be relevant to the pathogenesis of coronary artery disease (CAD). In vitro experimental approaches
identified several intracellular signaling events induced by HDIL-associated S1P, located downstream
S1P receptors, and producing modulatory effects relevant to atheroprotective action unfolded by this
lipoprotein. However, the results of studies addressing the influence of S1P on the development of
atherosclerosis under iz vivo conditions have been less conclusive and both anti- and pro-atherogenic
effects have been observed in animal models of atherosclerosis. In the present review we discuss cur-
rent evidence from epidemiological studies, experimental approaches iz vitro, and animal models of
atherosclerosis suggesting that S1P contributes to atheroprotective effects exerted by HDL particles.

Keywords: High density lipoproteins (HDL), sphingosine 1-phosphate (S1P), atherosclerosis, inflam-
mation.

Indirizzo per la corrispondenza Introduzione

Francesco Poti

Dipartimento Integrato di Medicina, Indagini cliniche ed epidemiologiche
Endocrinologia, Metabolismo e Geriatria, hanno documentato in modo convincente
Laboratorio Universitario . . . 1. . . .
di Endocrinologia Molecolare la relazione inversa tra i livelli plasmatici

e-mail: f.poti@ausl.mo.it del colesterolo legato alle lipoproteine ad




24

Francesco Poti, et al.

alta densita (HDL-C) e le malattie cardio-
vascolari (CVD). Studi come il Framing-
ham Heart Study (1) ed il Prospective
Cardiovascular Munster (PROCAM) (2),
hanno dimostrato che bassi livelli di HDL-
C rappresentano un fattore di rischio indi-
pendente per CVD, stimando una riduzio-
ne del rischio del 2-3% per ogni aumento di
1 mg/dl (0,026 mmol/L) di HDL-C (1, 2).
Esperimenti condotti su animali transge-
nici hanno inoltre provato che lo sviluppo
delle lesioni aterosclerotiche puo essere
ritardato o addirittura bloccato dalla so-
vraespressione o dalla somministrazione
esogena di apolipoproteina (apo)A-l, la
proteina piu abbondante nelle HDL (3).

Inoltre, I'infusione di HDL ricostituite si
¢ dimostrata efficace nel ridurre il volume
della placca aterosclerotica a livello coro-
narico sia in modelli animali sia nell'uomo
3).

Ad oggi, sono stati compiuti numerosi
sforzi per identificare terapie capaci di
innalzare i livelli di HDL-C, partendo dal
presupposto che un tale effetto potesse
tradursi in un rischio CV ridotto. Tutta-
via, le evidenze piu recenti indicano che
il semplice aumento dei livelli plasmatici
di HDL-C non sia efficace nella protezio-
ne dalle malattie cardiovascolari (4). Ad
esempio, gli studi AIM-HIGH e HPS2-
THRIVE, nei quali la niacina é stata som-
ministrata in combinazione alle statine
proprio con lo scopo di intervenire sui bas-
si livelli di HDL-C, non hanno dimostrato
un ulteriore beneficio clinico in termini di
riduzione del rischio cardiovascolare (5,
6). Allo stesso modo, gli studi ILLUMINA-
TE e dal-OUTCOME, nei quali pazienti
con sindrome coronarica acuta sono stati
randomizzati per il trattamento con pla-
cebo o con due inibitori della cholesterol
ester transfer protein (CETP), torcetra-
pib o dalcetrapib rispettivamente, hanno
evidenziato una mancanza di efficacia nel

ridurre gli eventi cardiovascolari, nono-
stante 'aumento imponente del HDL-C
(7, 8). Recentemente, un ampio studio di
randomizzazione mendeliana (20.913 casi
e 95.407 controlli) (9) ha dimostrato che
comuni polimorfismi a singolo nucleoti-
de (SNPs) associati esclusivamente con
alti livelli di HDL-C non influenzano il ri-
schio di infarto miocardico. Al contrario,
e possibile osservare un rischio ridotto
nei portatori di SNPs che si associano
con bassi livelli di colesterolo legato alle
lipoproteine a bassa densita (LDL-C).
Complessivamente, i risultati degli studi
clinici e degli studi di randomizzazione
mendeliana suggeriscono che il semplice
contenuto di colesterolo sia una misura
poco predittiva degli effetti anti-ateroge-
nici esercitati dalle HDL (4). Infatti, il co-
lesterolo rappresenta solo uno dei nume-
rosi costituenti delle HDL, che risultano
composte da pitt molecole di apoA-I, un
guscio di fosfatidilcolina, oltre 80 protei-
ne, centinaia di specie lipidiche e microR-
NAs (10, 11). Teoricamente, ciascuno di
questi componenti puo contribuire diret-
tamente o indirettamente al potenziale an-
ti-aterogeno delle HDL. Negli ultimi due
decenni, un certo numero di studi (12-14)
ha dimostrato che le HDL fungono da vet-
tore per la sfingosina 1-fosfato (S1P), un
lisosfingolipide che esercita la sua attivita
biologica principalmente legandosi a cin-
que specifici recettori accoppiati a protei-
ne G, denominati S1P1-5 (15, 16). E stato
dimostrato che S1P ¢ in grado di regolare
una pletora di risposte biologiche in di-
versi organi, tessuti e cellule, compreso il
sistema cardiovascolare (16). Inoltre, S1P
si e rivelata un potente regolatore del traf-
ficking dei linfociti T (17) e le vie di tra-
sduzione del segnale attivate da S1P pos-
sono controllare la risposta dell’ospite alle
infezioni (18, 19) e svolgere un ruolo di
primo piano nella progressione tumorale
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(20). Alcune review eccellenti hanno trat-
tato ampiamente questi argomenti cui si
rimanda per un maggiore approfondimen-
to (15, 16). Nel presente lavoro ci siamo
prefissi di riassumere quegli elementi che
suggeriscono che S1P associata alle HDL
sia rilevante per gli effetti ateroprotettivi
esercitati da queste lipoproteine, eviden-
ziando le peculiari attivita anti-aterogene
mediate da S1P ix vitro e in vivo.

Distribuzione di SIP nel plasma
€ nelle lipoproteine

S1P nel plasma

S1P viene sintetizzata a partire dalla
sfingosina, il suo precursore diretto pro-
veniente dalla via metabolica della ce-

ramide/sfingomielina, per azione delle
sfingosina chinasi 1 0 2 (SphK 1 o0 2). Al
contrario, la sua degradazione avviene tra-
mite specifiche fosfatasi, che la defosfori-
lano generando nuovamente sfingosina,
la quale viene ulteriormente degradata
in modo irreversibile a fosfoetanolami-
na ed esadecenale tramite 'enzima S1P-
liasi (Figura 1) (16, 21). Nel plasma, S1P
€ presente in concentrazioni nanomolari
elevate (200-900 nmol/L) (22), mentre di
norma nei tessuti si osservano livelli infe-
riori (23). Le donne sia in pre- che post-
menopausa hanno livelli plasmatici di S1P
significativamente piu elevati rispetto agli
uomini della stessa eta (24).

Un fenomeno importante per le azio-
ni biologiche di questo lisosfingolipide &
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Figura | - Via biosintetica della sfingosina 1-fosfato (S1P) e principali enzimi coinvolti.
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I'esistenza di un gradiente tissutale molto
netto. E stato stimato, infatti, che le con-
centrazioni di S1P nel sistema linfatico
corrispondono a circa il 25% dei livelli
plasmatici (25), mentre nel liquido inter-
stiziale S1P si ritrova in quantita ancora
inferiori (23). Si ritiene che le elevate
concentrazioni di S1P nel sangue deri-
vino da diverse fonti. Le piastrine sono
state inizialmente proposte come la fonte
principale, poiché a causa di un deficit di
S1P-liasi esse riescono ad immagazzinare
livelli elevati di S1P (26).

Tuttavia, si € osservato che i topi
knock-out per il gene NF-E2 (nuclear
factor-erythroid 2), praticamente privi di
piastrine circolanti, hanno concentrazioni
plasmatiche di S1P nella norma (25).

Inoltre, finora non € stata rilevata al-
cuna correlazione tra parametri piastri-
nici del sangue e livelli plasmatici di S1P
(27). Sembra, quindi, che le piastrine
non contribuiscano in modo significativo
al contenuto plasmatico di S1P, almeno
in condizioni di omeostasi, anche se po-
trebbero aumentarne le concentrazioni
locali durante la formazione del trombo.
In alternativa, si € ipotizzato che gli eri-
trociti svolgano un ruolo fondamentale
nel generare e mantenere i normali livelli
plasmatici di S1P, in quanto capaci di im-
magazzinare e rilasciare nel plasma S1P
in modo efficiente. Inoltre, il trasferimen-
to di eritrociti wild-type in topi knock-out
condizionali per entrambe le isoforme
SphK1/2, caratterizzati da concentrazioni
ematiche di S1P non rilevabili, € in grado
di ripristinare i normali livelli di S1P nel
plasma (25, 28) e, a differenza delle pia-
strine, vi € una stretta correlazione tra il
numero di eritrociti nel sangue e livelli
plasmatici di S1P (27, 28). Attualmente,
il ruolo degli eritrociti nella regolazione
dei livelli di S1P nel plasma trova sempre
maggiori conferme (29), accanto a studi

che suggeriscono anche 'endotelio vasco-
lare come un organo importante in tale
processo (30).

A fronte dell’elevata concentrazione di
S1P nel sangue, da studi in vitro € emerso
che per I'attivazione dei recettori sia suffi-
ciente una potenza di circa 10-100 nmol/L
(31). Di conseguenza, se I'intera quota pla-
smatica di S1P fosse attiva, i suoi recettori
(S1PRs) presenti sulle cellule ematiche
ed endoteliali sarebbero costantemente
saturi di ligando. Infatti, stimolando cellu-
le in coltura con plasma delipidato, con-
tenente S1P solo in tracce, si € osservato
uno spostamento verso destra delle relati-
ve curve dose-risposta (22). Basandosi su
cio e dato che, in condizioni fisiologiche,
le cellule del sangue e I'endotelio sono in
contatto diretto col plasma, si € calcolato
che solo il 2% della S1P plasmatica possa
essere attiva.

S1P nelle lipoproteine ad alta densita
(HDL)

Nel plasma, S1P ¢ ripartita per circa il
55% nelle HDL, per il 35% nell’albumina,
mentre solo per il 10% in altre lipoprotei-
ne, soprattutto LDL (22). E molto interes-
sante notare che a questa differente com-
partimentazione sembra corrispondere
anche una diversa funzionalita (Figura 2).

Inizialmente, alcuni studi i vitro ave-
vano dimostrato come il complesso HDL-
S1P (HDL-bound SI1P) ed il complesso
albumina-S1P (albumin-bound S1P) fosse-
ro equipotenti nello stimolare risposte cel-
lulari a breve termine, quali I'attivazione
delle MAP-chinasi (MAPK) e dell’ossido
nitrico sintasi endoteliale (eNOS); tutta-
via, HDL-S1P risultava decisamente piu
potente nello stimolare funzioni a lungo
termine, come la sopravvivenza cellulare
(13, 31, 32). Recentemente, uno studio
molto elegante di Wilkerson et al. (33)
ha dimostrato che HDL-S1P contribuisce
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Figura 2 - Rappresentazione schematica del trasporto, della distribuzione e del meccanismo d’azione di
S1P. S1P ¢ sintetizzata principalmente da piastrine, eritrociti e cellule endoteliali ed ¢ trasportata nel plasma,
mediante Spns2 o i trasportatori ATP-binding cassette (ABC) Al, C1 o G2, per il legame con le HDL o I'al-
bumina. S1P, legato specificamente all'apoM, interagisce con i recettori S1IP (S1P1, S1P2 o S1P3) presenti
sulle cellule del sistema cardiovascolare attivando vie intracellulari che coinvolgono le proteine G trimeriche
(Gi, Gq 0 G12/13) e altri enzimi quali ’'adenilato ciclasi (AC), la fosfoinositide 3-chinasi (PI3K), la fosfolipa-
si C (PLC) e le piccole proteine G come Racl e Rho. Il legame tra le HDL e il recettore SR-BI, mediato da

apoA-I, potrebbe facilitare il signaling dipendente da S1P.

a mantenere integra la barriera endote-
liale in modo molto piu efficace rispetto
al complesso albumina-S1P. Inoltre, gli
stessi autori hanno osservato che solo
HDL-S1P, e non albumina-S1P, € in grado
di ridurre la degradazione del recettore
S1P1 e ne favorisce il riciclo sulla super-
ficie cellulare, dimostrando chiaramente
che il tipo di carrier di SIP € un fattore
determinante in questo processo (33). E
interessante notare che S1P associata alle
HDL possiede un’emivita quattro volte
pitt lunga rispetto a S1P legata all’albumi-
na (31). Complessivamente, queste osser-
vazioni suggeriscono che le HDL rappre-
sentino un serbatoio plasmatico stabile di
S1P pienamente attiva, capace di esercita-

re azioni anti-aterogene sia a breve che a
lungo termine. Al contrario, a causa della
sua alta concentrazione nel plasma, I'albu-
mina puo agire sia come riserva sia come
trappola molecolare per S1P, impedendo
efficacemente l'eccessiva stimolazione
dei recettori S1PR.

I meccanismi alla base dell’accumulo di
S1P nelle HDL sono ancora ignoti. Alcu-
ne evidenze indicano che queste lipopro-
teine riescano ad estrarre efficacemente
S1P dalle membrane degli eritrociti (34).
Spns2 (spinster homolog 2) € stato sug-
gerito come un trasportatore specifico
coinvolto nella mobilizzazione di S1P dal-
le cellule (35). Sebbene Spns2 influenzi
principalmente i livelli di S1P nel com-
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partimento linfatico, esso contribuisce al
trasporto di S1P dalle cellule endoteliali;
inoltre, topi knock-out per Spns2 presen-
tano concentrazioni plasmatiche di HDL-
S1P inferiori rispetto ai wild-type (36).
Tuttavia, fino ad oggi, non vi sono eviden-
ze che il carico di S1P presente nelle HDL
sia dovuto univocamente a Spns2. Studi
recenti indicano che i trasportatori ABC
possano svolgere un ruolo cruciale nel
mediare il trasporto di S1P dalle cellule.
E stato dimostrato che la glibenclamide,
un inibitore aspecifico dei trasportatori
ABC, ¢ in grado di sopprimere il rilascio
di S1P dalle piastrine (37) e dagli eritrociti
(38). Altri studi hanno inoltre dimostrato
che ABCC1 e coinvolto nell’efflusso di
S1P da mastociti, cellule endoteliali, adi-
pociti, cellule di Langerhans e, insieme
con ABCG2, nella liberazione di S1P in-
dotta da estradiolo nelle cellule MCF-7
di cancro al seno (39, 40). Quest’ultima
osservazione potrebbe anche spiegare gli
elevati livelli plasmatici di S1P riscontrati
nelle donne (vedi sopra). Analogamente a
quanto detto per Spns2, non vi sono pro-
ve sufficienti che indichino un’interazione
diretta tra ABCC1 e le particelle HDL.
Tuttavia, ¢ ben nota linterazione delle
HDL con altri membri della famiglia ABC,
quali ABCA1 e ABCG1, cosi come la loro
capacita di promuovere l'efflusso di cole-
sterolo e fosfolipidi dalle cellule attraver-
so tali trasportatori. Solo due studi hanno
finora suggerito che ABCAL sia responsa-
bile dell’arricchimento in S1P delle HDL
nel sistema nervoso centrale (41). Que-
sto meccanismo, comunque, non € stato
ancora dimostrato per quanto riguarda
I'accumulo di S1P nelle lipoproteine pla-
smatiche.

S1P e apolipoproteina M nelle HDL
Il calcolo del rapporto molare SIP/HDL
nel plasma indica che in media ogni dieci

particelle di HDL una sola funga da vet-
tore per S1P. Questa osservazione solleva
una questione interessante e cioe che S1P
possa essere specificamente associata ad
una sottopopolazione distinta di HDL. In
effetti, 'apoM - un membro della super-
famiglia delle lipocaline - ¢ stata identifi-
cata come la proteina che lega S1P nelle
HDL plasmatiche (42). La concentrazione
di apoM nel plasma ¢ di circa 0,9 pmol/L,
ripartita per oltre il 95% nelle HDL, princi-
palmente nella sottoclasse HDL,, mentre
il resto tra LDL e VLDL (43).

L’analisi cristallografica e gli studi di
ligand-binding effettuati su isoforme wild-
type o mutanti di apoM hanno dimostra-
to che S1P lega apoM con una IC,; di 0,9
pmol/L, che € concorde con le concentra-
zioni fisiologiche di S1P nel plasma (44).
Uno studio pionieristico ha rivelato che
S1P e assente nelle HDL di topi knock-out
per apoM, ma é possibile riscontrarne un
aumento significativo nelle HDL di topi
transgenici sovraesprimenti apoM umana
(42). Inoltre, nelle cellule endoteliali, solo
le HDL contenenti apoM sono in grado
di indurre risposte tipiche dell’asse S1P-
S1P1, come l'internalizzazione dello stes-
so recettore S1P1, 'attivazione delle chi-
nasi MAP e Akt, e la migrazione. Inoltre,
i topi knock-out per apoM mostrano una
funzionalita alterata della barriera endo-
teliale con conseguente fuoriuscita di li-
quido dal letto vascolare nei polmoni (42).
Lo stesso studio ha inoltre dimostrato che
anche nel plasma umano il contenuto di
S1P delle HDL e limitato alle particelle
lipoproteiche contenenti apoM. Tuttavia,
non € stata trovata alcuna correlazione
significativa tra S1P totale e apoM nel pla-
sma umano (45).

Alcune ragioni importanti possono es-
sere alla base di questa apparente discre-
panza. In primo luogo, € probabile che la
frazione di S1P legata all’albumina con-
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tribuisca maggiormente alla variabilita
della S1P plasmatica totale piuttosto che
di S1P legata alle HDL contenenti apoM.
In secondo luogo, I'apoM non € comple-
tamente satura di S1P e puo legare altri
composti lipofili, per esempio fosfolipidi
ossidati (46) o retinolo (47), attenuando
cosl la possibile correlazione tra apoM
e S1P nel plasma. Di recente, sono stati
generati topi transgenici (apoM-Tg) che
sovraesprimono apoM specificamente ne-
gli epatociti (48). Nel plasma di questi ani-
mali si osserva la presenza di HDL grandi
e arricchite di S1P, anche se 1 livelli totali
di HDL-C risultano simili negli animali
transgenici e nei wild-type. E importante
sottolineare che epatociti primari isolati
dai topi apoM-Tg mostrano un aumento
della sintesi e della secrezione di S1P, sug-
gerendo che il trasporto di S1P dagli epa-
tociti sia in gran parte apoM-dipendente
(48).

Livelli plasmatici di SIP
€ malattie cardiovascolari

Ad oggi, solo poche indagini hanno
analizzato sistematicamente la relazione
tra livelli plasmatici di S1IP e CVD. In un
primo studio, che ha coinvolto 308 pazien-
ti sottoposti ad angiografia coronarica per
diverse indicazioni, é stato dimostrato che
i soggetti con malattia coronarica (CAD)
avevano livelli sierici di S1P piu alti (49).
Inoltre, i livelli di S1P erano in grado di
predire la malattia ostruttiva meglio dei
classici fattori di rischio cardiovascolare e
correlavano strettamente con la sua gra-
vita.

Purtroppo, in questo studio non vi erano
dati sulla differente distribuzione di S1P
tra HDL e albumina, né su eventuali cor-
relazioni specifiche tra HDL-S1P e CVD.
Alcuni anni pit tardi, ¢ stato riportato che
i livelli plasmatici di HDL-S1P erano piu

bassi nei soggetti con infarto miocardico
e CAD stabile, mentre i livelli di S1P non
legata alle HDL erano piu elevati rispetto
ai controlli sani (50). In questo studio, i
livelli di plasmatici di HDL-S1P erano cor-
relati inversamente con la gravita dei sin-
tomi, mentre i livelli di S1P non legato alle
HDL (ad es., albumina-S1P) aumentavano
proporzionalmente con la gravita della
CAD (50). Un altro studio recente, che ha
coinvolto 204 soggetti selezionati all'inter-
no della coorte del Copenhagen City He-
art Study (CCHS), ha mostrato che esiste
una significativa correlazione inversa tra i
livelli di HDL-S1P nel siero e la presenza
di CAD (51).

E interessante notare che questa rela-
zione inversa era indipendente dai livelli
di HDL-C dopo stratificazione dei soggetti
per alti (femmine: >73,5 mg/dL; maschi:
>61,9 mg/dL) e bassi (femmine: <38,7
mg/dL; maschi: <34,1 mg/dL) livelli di
HDL-C nel siero. Gli stessi autori hanno
anche osservato livelli superiori di HDL-
S1P in individui senza CAD rispetto a pa-
zienti affetti da CAD, suggerendo che lo
stato patologico possa influire in modo de-
terminante sulla ripartizione di S1P, spo-
stando il lisosfingolipide dalle HDL verso
I’albumina o altre lipoproteine (51).

Un piccolo studio di Knapp et al. (52)
ha mostrato che i pazienti con infarto mio-
cardico acuto avevano livelli significativa-
mente piu bassi di S1P plasmatica totale
rispetto ai controlli. In linea con i risultati
precedenti, lo stesso gruppo ha recente-
mente scoperto che i pazienti con infar-
to acuto del miocardio con sopraslivella-
mento del tratto ST (STEMI) presentano
livelli plasmatici di S1P inferiori rispetto ai
controlli sani (53). Questo effetto, gia pre-
sente al momento del ricovero, era mante-
nuto per almeno 30 giorni dopo l'infarto.
E interessante notare che, a distanza di
due anni post-infarto, i livelli di S1P nel
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plasma venivano ripristinati solo in parte
(53). Tuttavia, il calo della concentrazione
plasmatica delle HDL di norma riscontra-
bile dopo un evento ischemico acuto po-
trebbe essere in parte responsabile della
diminuzione dei livelli di S1P evidenziata
nei precedenti lavori. Uno studio recente
ha esaminato il ruolo degli sfingolipidi
plasmatici dopo l'ischemia cardiaca tran-
sitoria che si verifica durante I'intervento
coronarico percutaneo (PCI) di routine
(54). I'livelli totali di S1P, cosi come quelli
di sfingosina e sfinganina, sono stati va-
lutati in campioni di sangue prelevati dal
seno coronarico e dalla vena femorale di
31 pazienti, al baseline e a tempi diversi
dopo il PCI. E stato osservato un aumen-
to significativo dei livelli di S1P rispetto al
controllo con un picco massimo 5 minuti
dopo PCI e tale incremento era fortemen-
te correlato con i livelli di troponina T, un
biomarker di danno miocardico (54).

Altri studi hanno dimostrato che i livelli
di S1P nel plasma possono essere modifi-
cati in patologie che alterano 'omeostasi
vascolare e che contribuiscono allo svi-
luppo dell’aterosclerosi, come il diabete di
tipo 2 e l'obesita. Per esempio, Kowalski
et al. hanno osservato elevati livelli di
S1P totale in modelli murini di obesita, in
cui la patologia era indotta tramite dieta
ad alto contenuto di grassi (high-fat diet)
o geneticamente (0b/0b), rispetto ai con-
trolli magri, e questo risultato € stato pa-
rallelamente osservato anche negli esseri
umani obesi (55).

In questi soggetti, i livelli di S1P cor-
relavano positivamente con la percen-
tuale totale di grasso corporeo, l'indice
di massa corporea, la circonferenza vita,
I'insulina a digiuno, ’'HbAlc ed i livelli di
LDL-C. Un altro lavoro ha mostrato che
pazienti con diabete di tipo 2 possiedono
livelli di HDL-S1P maggiori rispetto agli
individui sani, suggerendo che questo

possa rappresentare un meccanismo fi-
siologico di compensazione messo in atto
per contrastare le complicanze vascolari
della malattia, attraverso l'induzione del-
la ciclo-ossigenasi 2 (COX-2) ed il rilascio
prostaciclina (PGI2) (56).

Complessivamente, questi risultati sug-
geriscono che la ripartizione di S1P nelle
HDL e nei diversi pool non-HDL del pla-
sma puo essere rilevante nella patogenesi
di CAD, con effetti diversi o addirittura op-
posti sul sistema cardiovascolare a secon-
da che S1P sia legata o meno alle HDL. In
generale, quando associata alle HDL, S1P
¢ in grado di esercitare effetti benefici e
protettivi, mentre al contrario, quando
legata principalmente all’albumina si é ri-
velata un fattore capace di influenzare in
modo variabile I'inflammazione a livello
tissutale, contribuendo a stimolare reazio-
ni sia pro- che anti-inflammatorie.

Effetti anti-aterogeni mediati
da SIP: studi in vitro

I risultati degli studi epidemiologici che
dimostrano la relazione inversa tra i livelli
di HDL-C nel plasma e il rischio cardiova-
scolare hanno stimolato la continua ricer-
ca dei meccanismi molecolari alla base di
questo rapporto. Negli ultimi due decen-
ni ¢ divenuto sempre pilu evidente che le
HDL sono in grado di interagire con quasi
ogni tipo di cellula coinvolta nella patoge-
nesi dell’aterosclerosi e che le alterazioni
funzionali derivanti da tale interazione
possono essere direttamente responsabili
delle azioni ateroprotettive di queste lipo-
proteine. Da un punto di vista meccanici-
stico, I'attracco delle HDL sulla superficie
cellulare e la successiva interazione di uno
o pitt componenti di queste particelle con
determinati recettori fornisce un quadro
molecolare attraverso cui le HDL possono
indurre le diverse risposte cellulari.
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Tra le diverse proteine capaci di legare
ed ancorare le HDL alla superficie cellu-
lare, lo scavenger receptor type Bl (SR-
BI) é stato identificato come un recettore
specifico, capace di avviare la trasduzione
del segnale in seguito all'interazione con
I'intera lipoproteina (per un approfondi-
mento (57).

Numerose evidenze suggeriscono che
il legame delle HDL a SR-BI puo fornire la

prossimita spaziale necessaria per I'effica-
ce interazione delle molecole di S1P tra-
sportate dalle lipoproteine ed i rispettivi
recettori di membrana.

Ad esempio, € stato dimostrato che al-
cuni effetti potenzialmente anti-aterogeni
esercitati dalle HDL su cellule endoteliali
0 aorte murine isolate sono attenuati dal
deficit molecolare di SR-BI o in presenza
di anticorpi diretti contro questo recettore

Tabella | - Effetti anti-aterogeni di SIP osservati negli studi in vitro.

Cellula/ Effetto (atero)protettivo Recettore Via di trasduzione Referenze
tessuto in vitro coinvolto extra-/intra-cellulare
Cellule Proliferazione S1P1 ERK, Ras (13)
(eE”g)Ote“a“ Soprawivenza S1P1 Akt, ERK8 (69,13)
Migrazione S1P1, S1P3 | Akt, AMPK, EL, (62,74)
P38MAPK
Angiogenesi S1P1 Akt, EL, ERK (68)
Vasodilatazione S1P1, S1P3 | Akt, AMPK, Ca%, EL, (58, 60, 67)
eNOS, ERK
Inibizione dell’adesione dei S1P1 Akt, NF-xkB (60)
monociti
Incremento dell’effetto bar- S1P1 Akt, ERK, FAK? (64,33)
riera
Espressione di TGF-p ? Akt, ERK, Smad2/3 68, 72, 73)
Espressione di PTX3 S1P1, S1P3 | Akt (72, 73)
Cellule Proliferazione S1P27? ERK, Raf (86)
muscolari T . . -
lisce (SMC) Inibizione della migrazione S1P2 / (83, 93)
Produzione di PG, S1P2 COX-2, ERK, p38MAPK (77)
Inibizione della generazione | S1P3 NADPH oxidase, Rac1 (59)
di ROS
Desensibilizzazione della ? Akt, ERK (76)
Guanil ciclasi B
Cardiomiociti | Sopravvivenza S1P2, S1P3 | Akt, ERK, Ras, STAT3 (66,78,79)
Protezione dal danno da S1P2, S1P3 | Akt, NO (66, 78,79)
ischemia/riperfusione
Comunicazione intercellulare | ? Cx43, PKC (80)
tramite gap junction
Macrofagi Inibizione del signaling proin- | S1P1, S1P2 | Akt, NF-kB, Ras 82)
fiammatorio

Abbreviazioni: Akt - proteina chinasi B; AMPK - chinasi AMP-attivata; COX - ciclossigenasi; Cx - connessina; EL - lipasi endote-
liale; ERK - chinasi regolata da segnali extracellulari; FAK - chinasi di adesione focale; eNOS - nitrossido sintasi endoteliale; MAPK
- proteine chinasi attivate da mitogeno; NO - ossido nitrico; NF-kB - fattore nucleare kB; PGI2 - prostaciclina; PKC - proteina chi-
nasi C; STAT - (fattore di trascrizione) trasduttore del segnale e attivatore della trascrizione; TGF - fattore di crescita trasformante.
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scavenger (58, 59). Inoltre, I'espressione
di molecole di adesione indotta nelle cel-
lule endoteliali da basse concentrazioni di
S1P si riduce notevolmente in presenza
di concentrazioni fisiologiche di HDL in
modo SR-Bl-dipendente (60). Viceversa,
l'aumento dell’espressione di SR-BI nelle
cellule endoteliali potenzia gli effetti del-
le HDL correlati al loro contenuto di S1P
(61).

Tuttavia, € bene considerare che nu-
merosi effetti cellulari indotti dalle HDL
(13, 58, 60, 62-66) dipendono strettamen-
te dalla presenza e dalla partecipazione a
tali processi delle proteine G trimeriche,
partner canonici per le vie di trasduzio-
ne associate ai recettori a sette eliche
transmembrana. Cio suggerisce che le ca-
scate di signaling intracellulare innescate
dalle HDL dipendano principalmente dai
recettori di S1P anziché da SR-BI.

Sempre maggiori evidenze indicano
che, attraverso la stimolazione dei suoi
recettori, S1P svolge un ruolo primario
nell’attivare vie di signaling legate alle
azioni ateroprotettive di queste lipoprotei-
ne. Qui di seguito si riassumono gli effetti
cellulari anti-aterogenici delle HDL sulle
cellule endoteliali, muscolari lisce, cardio-
miociti e macrofagi, con una particolare
attenzione all’attivita di S1P (Tabella 1).

Cellule endoteliali

Le HDL innescano una serie di eventi
nelle cellule endoteliali e molti di essi pos-
sono essere attribuiti al loro carico di S1P.
In particolare, I'attivazione della chinasi
regolata da segnali extracellulari (ERK),
della chinasi attivata da AMP (AMPK) e
della proteina chinasi B (PKB o Akt) e
fondamentale per il signaling S1P-dipen-
dente (13, 67). Come dimostrato da Ki-
mura et al. (13), HDL-S1P modula la pro-
liferazione e la sopravvivenza delle cellule
endoteliali attivando ERK. Utilizzando oli-

gonucleotidi antisenso, siRNA e inibitori
farmacologici delle proteine G trimeriche,
questi autori hanno inoltre dimostrato
che entrambi i recettori S1P1 e S1P3 con-
tribuiscono a indurre la migrazione HDL-
mediata delle cellule endoteliali, mentre
la stimolazione della sopravvivenza endo-
teliale sembra dovuta principalmente al
recettore S1P1 (62).

Due studi successivi hanno rivelato che
HDL-S1P agisce sulle cellule endoteliali
promuovendo la formazione di strutture
tubulari attraverso l'attivazione di MAPK
(63) e che l'arricchimento delle HDL con
S1P esogena stimola ulteriormente la ri-
sposta angiogenica (68).

E stato dimostrato in modo convincente
che diverse risposte anti-aterogene indot-
te da HDL-S1P possono essere attribuite
all’attivazione di Akt. Ad esempio, HDL-
S1P riesce a “spegnere” la proteina pro-
apoptotica Bad tramite la stimolazione di
Akt, inibendo cosi l'interruzione del po-
tenziale mitocondriale, il rilascio del cito-
cromo C, I'attivazione delle caspasi 3 e 9,
ed il conseguente avvio dell’apoptosi (69).
Inoltre, HDL-S1P é responsabile, almeno
in parte, della stimolazione dell’'eNOS, cui
seguono generazione di NO e vasodilata-
zione (58, 60, 67), e questi effetti sembra-
no essere mediati da S1P1 e/o S1P3.

E interessante notare che nei topi la
somministrazione di fenofibrato aumenta
i livelli plasmatici di HDL e S1P, cosi come
I'espressione dei recettori S1P1 e S1P3, e
questi effetti culminano in una maggiore
attivazione di Akt ed eNOS (70). Allo stes-
so modo, la stimolazione farmacologica di
cellule endoteliali con statine, quali simva-
statina e pitavastatina, induce I'espressio-
ne di S1P1 e aumenta lattivita di eNOS
HDIL-dipendente (61, 71). Come riportato
da Kimura et al. (60), S1P1 media gli ef-
fetti inibitori delle HDL sull’espressione
endoteliale di molecole di adesione, come
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VCAM1 e ICAM1, e questo ¢ legato alla
down-regolazione dell’attivita di NF-kB.
Uno studio di Argraves et al. (64) sostie-
ne fortemente il ruolo dell’asse S1P-S1P1
e la conseguente attivazione di Akt nel
mantenere l'integrita della barriera endo-
teliale. Come sottolineato in precedenza
(33), il complesso HDL-S1P media I'effet-
to barriera a lungo termine in maniera piu
efficace rispetto al complesso albumina-
S1P e cio € legato all’effetto inibitorio di
HDL-S1P sulla degradazione del recettore
S1P1.

Sempre nell’endotelio, le HDL induco-
no un’elevata espressione della pentraxi-
na 3 (PTX3) (72), una proteina della rispo-
sta di fase acuta e del fattore di crescita
trasformante-p (TGF-B) (73), che esercita
funzioni anti-inflammatorie e immuno-mo-
dulatorie in maniera Akt-dipendente. Gli
autori dello studio hanno attribuito questi
effetti alla stimolazione dei recettori S1P1
e S1P3 da parte di S1P associata alle HDL.

Inoltre, la maggiore attivazione di
Smad 2/3, un fattore di trascrizione rego-
lato da TGF-B, suggerisce che HDL-S1P
possa transattivare le vie di segnalazione
TGF-B dipendenti, agendo in modo auto-
crino (68). Uno studio recente suggerisce
che la lipasi endoteliale (EL) sia un fattore
fondamentale per lo stimolo da parte delle
HDL del signaling S1P-dipendente nelle
cellule endoteliali (74).

E stato dimostrato che la migrazione,
la risposta angiogenica e l'attivazione di
Akt erano difettose nelle cellule endotelia-
li prive di EL, ma la somministrazione di
S1P esogena era in grado di ripristinare
queste risposte tipicamente indotte dalle
HDL.

Per quanto riguarda gli effetti EL-di-
pendenti, si pensa che la migrazione delle
cellule endoteliali e I'attivazione di Akt si-
ano dovute alla stimolazione del recettore
S1P1 da parte delle HDL (74).

Cellule muscolari lisce (SMC)

Le HDL promuovono la proliferazione
delle SMC e tale effetto sembra essere in-
fluenzato in modo importante da S1P. Inol-
tre, HDL-S1P modula la migrazione delle
SMC, un fenomeno tipico dell’aterosclero-
si avanzata. In particolare, la migrazione ¢
inibita dalle HDL attraverso il loro conte-
nuto di S1P. Infatti, tale effetto puo essere
abrogato dal trattamento delle cellule con
siRNA specifici per S1P2 o, al contrario,
significativamente indotto in cellule sovra-
esprimenti S1P2 (65, 75). Inoltre, si ritiene
che HDL-S1P possa modulare numerosi
fattori vasoattivi che agiscono sulle SMC.
Ad esempio, HDL-S1P ¢ in grado di desen-
sibilizzare la guanilciclasi B, un recettore
per il peptide natriuretico di tipo C (CNP),
bloccando cosi 'accumulo di cGMP indot-
to dal peptide nelle SMC vascolari (76). 11
trattamento delle SMC vascolari con HDL
attiva S1P2, S1P3 e la pathway della p38
MAPK, inducendo I'espressione di COX2
e la produzione di PGI2 (77). Quest’ultimo
studio ha anche dimostrato che la simva-
statina € in grado di aumentare in modo
sinergico 'espressione di COX2 indotta da
HDL-S1P attraverso I'incremento del con-
tenuto cellulare di S1P3. Infine, HDL-S1P
sopprime l’attivazione pro-infiammatoria
delle SMC indotta da trombina, iniben-
do Tattivazione Rac-1-dipendente della
NADPH ossidasi e la conseguente genera-
zione di specie reattive dell’ossigeno (59).
S1P3 é stato identificato come il principale
recettore capace di mediare gli effetti anti-
infiammatori del complesso HDL-S1P nel-
le SMC.

Cardiomiociti

E stato osservato che i cardiomioci-
ti possono esprimere diversi recettori di
S1P e che le HDL esercitano funzioni pro-
tettive anche su queste cellule attraverso
il loro contenuto di S1P. HDL e S1P pro-
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teggono efficacemente i cardiomiociti dai
danni derivanti da ipossia/riossigenazione
o apoptosi indotta da doxorubicina e que-
sti effetti sono stati attribuiti all'induzione
delle chinasi Src, ERK, Akt e del fattore di
trascrizione STAT3 (66, 78, 79). Tuttavia,
le isoforme recettoriali responsabili di que-
sti effetti protettivi non sono ancora state
stabilite con precisione. Uno studio recen-
te ha dimostrato che il trattamento a breve
termine di cardiomiociti con HDL o S1P
stimola la fosforilazione PKC-dipendente
della connessina 43, una proteina delle gap
junction coinvolta nella cardio-protezione
(80). Questi effetti modulano il precondi-
zionamento ischemico nei cardiomiociti
ventricolari e migliorano la comunicazione
intercellulare attraverso le gap junction. La
rilevanza fisiologica di questi effetti cellu-
lari € stata confermata attraverso metodo-
logie ex vivo (cuore isolato), dimostrando
che HDL e S1P sono in grado di protegge-
re contro i danni da ischemia/riperfusione
e prevenire la morte cellulare.

Macrofagi

La modulazione delle vie di trasduzione
S1P-dipendenti nei macrofagi coinvolge le
prime quattro isoforme recettoriali (S1P1-
4) e Tlattivazione di numerose chinasi e
proteine G trimeriche. Sebbene lattiva-
zione di queste vie nel macrofago abbia
un’importanza critica in molte condizioni
infiammatorie patologiche, come pancrea-
tite, asma allergica e angiogenesi tumora-
le (81), leffetto modulatorio di HDL-S1P
su queste cellule nel contesto dell’ateroge-
nesi € ancora poco conosciuto.

Uno studio ha dimostrato che HDL e
S1P bloccano l'attivazione pro-infiamma-
toria dei monociti murini stimolati con
agonisti dei recettori Toll-like di tipo 2
(TLR2) (82), ma lattribuzione specifica
di questo effetto al contenuto di S1P delle
HDL necessita di ulteriori chiarimenti.

Considerazioni conclusive sugli studi in vitro

Linsieme di studi in vitro effettuati per
valutare gli effetti di S1P sulle principa-
li cellule coinvolte nell’aterogenesi, ha
evidenziato chiaramente come questo li-
sosfingolipide sia in grado di riprodurre
le attivita anti-aterogene documentate in
vitro per le HDL, con modalita spesso di-
pendenti dal recettore e dal tipo di cellula
considerata (Tabella 1).

Per queste ragioni S1P puo essere con-
siderato realmente un potenziale mediato-
re delle azioni ateroprotettive legate alle
HDL.

Effetti anti-aterogeni mediati
da SIP: studi in vivo

Come abbiamo visto, le indagini i vitro
hanno permesso di correlare chiaramen-
te numerosi effetti anti-aterogeni delle
HDL con il loro carico di S1P. Tuttavia, le
evidenze in vivo sul ruolo ateroprotettivo
di questo lisosfingolipide sono molto piu
limitate e, in parte, ambivalenti.

Gli effetti di S1P sull’aterogenesi in
vivo sono stati esaminati tramite diversi
approcci, ad esempio utilizzando modelli
murini knock-out per specifici recettori di
S1P o topi in cui i livelli plasmatici di S1P
risultano aumentati o diminuiti in seguito
a manipolazione genetica o farmacologica.

Asse SIP-S1P3

Uno dei primi studi (69) aveva suggerito
che S1P3 potesse essere un target impor-
tante nel mediare gli effetti di HDL-S1P in
vivo, poiché il rilascio di NO e la succes-
siva vasodilatazione, normalmente indotti
dalle HDL, erano parzialmente aboliti nei
topi knock-out per questo recettore. Que-
sta teoria era stata ulteriormente sostenu-
ta da altri risultati, in base ai quali I'infu-
sione endovenosa di HDL o S1P attenuava
in modo significativo le dimensioni dell'in-
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farto in un modello murino di ischemia-
riperfusione e gli effetti benefici sia delle
HDL sia di S1P erano completamente as-
senti in topi S1P3 knock-out (83). Tuttavia,
uno studio successivo (84) ha dimostrato
che l'assenza di S1P3 non influenzava lo
sviluppo dell’aterosclerosi, sebbene il con-
tenuto di monociti/macrofagi nelle lesioni
dei topi S1P3/apoE doppio-knock-out fos-
se drasticamente ridotto.

Inoltre, i monociti privi di S1P3 mostra-
vano una ridotta migrazione verso il sito
inflammato e una diminuzione della secre-
zione di proteina chemiotattica dei mono-
citi-1 (MCP-1).

Allo stesso tempo, tuttavia, la carenza
di S1P3 aumentava il contenuto di SMC e
la formazione di neointima vascolare nel
modello murino di legatura dell’arteria
carotidea (84). Complessivamente, queste
evidenze suggeriscono che S1P3 possa
esercitare effetti pro- e anti-aterogeni nei
macrofagi e nelle SMC, portando ad un ef-
fetto neutro sullo sviluppo dell’ateroscle-
rosi in vivo.

Asse SIP-S1P2

Il lavoro di Skoura et al. (85), invece,
ha puntato I'attenzione sul ruolo dell’asse
S1P-S1P2. Nel loro studio, i topi S1P2/
apoE doppio-knock-out sviluppavano le-
sioni aterosclerotiche significativamente
meno estese rispetto ai controlli. Inoltre,
il numero di cellule schiumose nelle plac-
che era ridotto, suggerendo che il recet-
tore S1P2 possa favorire il reclutamento
e la ritenzione dei macrofagi nella parete
arteriosa affetta.

Sempre lo stesso studio ha evidenziato
che la secrezione di citochine pro-infiam-
matorie (IL-1p, IL-18) nel siero, indotta da
endotossina, era profondamente ridotta
nei topi knock-out per S1P2 (85).

Questi risultati sottolineano che il re-
cettore S1P2, se espresso nelle cellule

ematopoietiche, puo esercitare un effet-
to pro-aterogeno e pro-inflammatorio. Al
contrario, I'attivazione di S1P2 ¢ in grado
di sopprimere la crescita delle SMC nelle
arterie e di promuovere I'espressione dei
geni che controllano il differenziamento
di queste cellule, identificando cosi S1P
come un modulatore negativo dello svi-
luppo neointimale (86). Quindi, in modo
simile a S1P3, anche il recettore S1P2
puo evocare effetti opposti sullo svilup-
po dell’aterosclerosi a seconda del sito di
espressione.

S1P liasi

Analogamente agli studi con model-
li animali knock-out per i vari recettori,
anche l'utilizzo di approcci sperimentali
capaci di modulare i livelli plasmatici di
S1P endogena ha portato a risultati con-
trastanti. Ad esempio, Bot et al. (87) han-
no studiato I'impatto del deficit ematopo-
ietico di S1P-liasi (Sgpl17) su sottoinsiemi
di leucociti rilevanti per I'aterosclerosi. Lo
studio ha evidenziato che il trapianto del
midollo osseo di topi Sgpl17-in topi knock-
out per il recettore delle LDL (LDLR7”),
inclini all’aterosclerosi, € in grado di alte-
rare il gradiente tissutale di S1P e gene-
rare livelli plasmatici di S1P significativa-
mente elevati.

Le chimere Sgpll/-mostravano linfope-
nia, perdita del potenziale mitogeno e per-
dita della capacita di secernere citochine
tipiche da parte delle cellule T, rispetto ai
controlli. Le chimere presentavano anche
monocitosi ed un pattern di espressione
di citochine compatibile con I'attivazione
macrofagica classica.

Nonostante queste caratteristiche ap-
parentemente pro-infiammatorie, il deficit
di S1P-liasi a livello ematopoietico genera-
va una risposta aterogenica ridotta, sug-
gerendo che T'aumento della concentra-
zione di S1P nel plasma possa, in ultima

35



36

Francesco Poti, et al.

analisi, produrre effetti anti-aterogeni nei
topi LDLR”.

Tuttavia, 'accumulo di precursori di
S1P, quali la sfingosina, nelle chimere
Sgpll/- aggrava ulteriormente I'impatto
della carenza di S1P-liasi sulla distribuzio-
ne e la funzione delle cellule ematopoie-
tiche. A causa di cio, I'azione apparente-
mente ateroprotettiva degli elevati livelli
di S1P in questo modello deve essere in-
terpretata con cautela.

Approccio farmacologico al ruolo di S1P e
suoi recettori

Inibitori delle sfingosina chinasi

Di recente, il nostro gruppo ha utilizza-
to un approccio opposto, mirato a valuta-
re gli effetti di una diminuzione dei livelli
plasmatici di S1P sullo sviluppo dell’ate-
rosclerosi in topi LDLR”" nutriti con dieta
ricca di colesterolo. Nello studio, sebbene
il trattamento con ABC294640, un inibito-
re sintetico delle sfingosina chinasi, ridu-
cesse i livelli di S1P nel plasma di circa
il 30%, non é stato evidenziato alcun cam-
biamento nelle dimensioni delle placche
aterosclerotiche e nel contenuto di ma-
crofagi (88).

Le ragioni di questo effetto neutro non
sono del tutto chiare, ma € bene notare
che l'inibizione di questo enzima non ri-
duce solo le concentrazioni plasmatiche
di S1P, ma interferisce anche con il signa-
ling intracellulare mediato da S1P. In linea
con tutto cio, nel plasma dei topi trattati
con ABC294640 abbiamo osservato un
aumento delle concentrazioni di citochine
pro-infliammatorie (IL-12p70, RANTES)
e una maggiore attivazione delle cellule
dendritiche e dei linfociti T, attribuendo
tali effetti alla riduzione dei livelli extra-
cellulari di S1P.

Al contrario, gli effetti pro-infiamma-
tori mediati da S1P intracellulare sulle

cellule endoteliali sono stati soppressi
nei topi LDLR”- dopo il trattamento con
ABC294640, come dimostrato dalla dimi-
nuzione dei livelli plasmatici di marca-
tori di attivazione endoteliale (VCAM-1,
ICAM-1), dalla riduzione dell’adesione dei
leucociti all’endotelio iz vivo e dalla ridot-
ta penetrazione di cellule T nel peritoneo
dopo stimolo chemiotattico con CCL19
(88).

Analoghi sintetici di SIP: FTY720 (fingo-
limod)

La recente disponibilita di composti
S1P-mimetici capaci di interagire con di-
versi sottotipi di SIPR in modo specifico,
ha aperto nuove strade alla possibilita di
identificare i meccanismi ateroprotettivi
mediati da S1P.

Nei primi due studi effettuati, Nofer et
al. (89) e Keul et al. (90) hanno dimostra-
to che FTY720 (fingolimod), un analogo
sintetico di S1P capace di attivare tutti i
suoi recettori tranne S1P2, e in grado di
ridurre significativamente I'aterosclerosi
quando somministrato a topi LDLR”" o
apoE”/ nutriti con dieta “Western type”
ricca di colesterolo.

In questi studi, gli effetti ateroprotettivi
di FTY720 potevano essere attribuiti prin-
cipalmente alla capacita di questo compo-
sto di modulare la distribuzione e I'attiva-
zione delle cellule T e dei macrofagi, sia a
livello periferico sia nella placca, e di inibi-
re i processi infiammatori sistemici, come
evidenziato dalla riduzione dei livelli pla-
smatici di citochine proinfiammatorie.

Tuttavia, non é stato osservato alcun
effetto di FTY720 sullo sviluppo dell’ate-
rosclerosi e sui marcatori di infliammazio-
ne in topi apoE”- alimentati con una dieta
normale, nonostante il trattamento avesse
ridotto significativamente il numero di
cellule T nel sangue e negli organi linfoidi
periferici (91).
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Inoltre, il nostro gruppo ha osserva-
to che, in topi LDLR” moderatamente
ipercolesterolemici, FTY720 non riesce
a influenzare l'aterosclerosi, nonostante
induca un’inibizione della funzione dei
macrofagi, un miglioramento del control-
lo metabolico e una persistente alterazio-
ne della distribuzione dei linfociti (92).
Sembra, quindi, che gli effetti ateropro-
tettivi di FTY720 siano evidenti solo in un
quadro di inflammazione cronica preesi-
stente, che puo essere potenziato da una
ipercolesterolemia sostenuta.

Di recente, € stato visto che il tratta-
mento a lungo termine con FTY720 mi-
gliora la funzione ventricolare sinistra
e aumenta la longevita nei topi affetti da
aterosclerosi e scompenso cardiaco (93).

Tuttavia, questi benefici potevano es-
sere attribuiti principalmente agli effetti
immunosoppressori sistemici e ad una
moderata riduzione dell'infliammazione
cardiaca, piuttosto che a meccanismi pro-
pri dell’ateroprotezione.

Asse SIP-S1P1

Sebbene ampiamente sostenuto da
risultati in wvitro (vedi sopra), il ruolo
dell’asse S1P-S1P1 nell’aterogenesi non €
stato ancora esplorato in modelli iz vivo.
La generazione di topi S1P1 knock-out ha
rivelato che il deficit di S1P1 e letale per
I'embrione nel periodo di sviluppo com-
preso tra E12.5 e E14.5 DPC (94), osta-
colando cosi il possibile utilizzo di questi
modelli per lo studio dell’aterogenesi.
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Figura 3 - Illustrazione degli effetti anti- e pro-aterogeni di S1P associata alle HDL. Gli studi effettuati nei
modelli animali di aterosclerosi hanno evidenziato che gli effetti anti- e pro-aterogeni mediati da S1P dipen-
dono dall'isoforma recettoriale (S1P1, SIPR2 o S1P3) e dal tipo di cellula/tessuto coinvolto. Abbreviazioni:
IFN, interferone; IL, interleuchina; IL1RA, antagonista del recettore di IL-1; MCP, proteina chemotattica per
i monociti; NO, ossido nitrico; TLR, recettori Toll-like; TNF, fattore di necrosi tumorale.
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Tuttavia, utilizzando I'agonista KRP203,
selettivo per il recettore S1P1, il nostro
gruppo ha recentemente fornito la prima
prova che tale recettore possa svolgere un
ruolo di primo piano nella modulazione di
meccanismi ateroprotettivi iz vivo (95).

Nei topi LDLR”, il trattamento con
KRP203 era in grado di ridurre significa-
tivamente lo sviluppo delle lesioni sia pre-
coci che avanzate, rispetto al controllo.

Negli organi linfoidi periferici, KRP203
riduceva il numero totale dei linfociti T
e la loro attivazione, cosi come i livelli di
cito- e chemochine pro-infiammatorie nel
plasma e nell’aorta.

Inoltre, i macrofagi isolati dagli animali
trattati con KRP203 mostravano una mino-
re espressione del marcatore di attivazio-
ne MHC-II, nonché una ridotta secrezione
di citochine pro-infiammatorie in risposta
alla stimolazione di TLR4 e TLR3.

Inoltre, le concentrazioni plasmatiche
dei marcatori di attivazione endoteliale
(VCAM-1, ICAM-1) erano ridotte dal trat-
tamento con KRP203, cosi come la loro
espressione cellulare e I'adesione mono-
citaria.

Questi risultati supportano in modo
consistente l'effetto ateroprotettivo dell’
asse S1P-S1P1 anche in vivo.

I1 potenziale contributo dei vari sottoti-
pi recettoriali di S1P alla progressione o
alla regressione dell’aterosclerosi e sche-
maticamente illustrato in Figura 3.

Conclusioni € prospettive future

Le ricerche effettuate negli ultimi due
decenni hanno stabilito con certezza che
S1P e un componente fondamentale delle
HDL.

Grazie al suo spettro di attivita biolo-
giche straordinariamente ampio e alla
vasta espressione dei suoi recettori, que-
sto lisosfingolipide é stato considerato fin

da subito un potenziale mediatore delle
azioni ateroprotettive legate alle HDL. In
effetti, diverse attivita potenzialmente an-
ti-aterogene esercitate in vitro dalle HDL
possono essere totalmente o parzialmente
attribuite al loro carico di S1P.

Tuttavia, i risultati degli studi in vivo
relativi all'influenza di S1P sullo sviluppo
dell’aterosclerosi sono stati meno conclu-
sivi. Nei modelli animali di aterosclerosi,
l'aumento o la diminuzione del signaling
dei recettori di S1P ha prodotto effetti sia
anti-aterogeni che pro-aterogeni.

Gli studi volti a chiarire il ruolo delle
singole isoforme recettoriali in questi pro-
cessi, hanno evidenziato che ogni S1PR
potrebbe promuovere o ritardare lo svi-
luppo delle lesioni aterosclerotiche a se-
conda del sito e del livello di espressione,
del modello sperimentale scelto e del rela-
tivo trattamento farmacologico.

Inoltre, gli studi epidemiologici capaci
di documentare in modo univoco gli effet-
ti ateroprotettivi di HDL-S1P sono ancora
scarsi, hanno incluso popolazioni poco nu-
merose e sono stati condotti secondo un
disegno trasversale.

Fino ad oggi, nessuno studio ha indaga-
to in modo prospettico la questione fonda-
mentale, cioé se S1P associata alle HDL
contribuisca alla riduzione del rischio car-
diovascolare.

A nostro avviso, lo stato attuale delle
conoscenze non consente ancora di consi-
derare S1P o i suoi mimetici come poten-
ziali strumenti terapeutici per le malattie
cardiovascolari.

Questo, tuttavia, impone ulteriori sfor-
zi nel continuare a ricercare, per miglio-
rare la nostra comprensione di come il
complesso HDL-S1P possa modulare il
rischio cardiovascolare e di come le vie
di trasduzione attivate da S1P possano
influenzare lo sviluppo della placca atero-
sclerotica.
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Glossario

Sfingosina-1-fosfato (S1P): € un lisosfingo-
lipide che regola molteplici funzioni biologiche
(proliferazione, sopravvivenza, migrazione e dif-
ferenziamento cellulare) tramite I'interazione con
i propri recettori transmembrana; nel plasma, S1P
¢ principalmente associata alle HDL, come com-
ponente bioattiva, ed in particolare all’apolipopro-
teina M (apoM).

Recettori di S1P (S1PR): recettori specifici
per S1P appartenenti alla superfamiglia dei recet-
tori accoppiati a proteine G e classificati in 5 diver-
se isoforme (S1P1-5).

Lipoproteine ad alta densita (HDL): lipo-
proteine caratterizzate dalla massima densita,
compresa tra 1,063 e 1,210 g/ml e da un diame-
tro di circa 8-11 nm; si formano per aggregazione
di vari componenti come colesterolo, trigliceridi,
apolipoproteine (es., apoA-I, apoA-II, apoM) e fo-
sfolipidi.

HDL-S1P: frazione della S1P plasmatica as-
sociata alle HDL; rappresenta la quota maggior-
mente attiva nell’innescare risposte cellulari che
sfociano in effetti ateroprotettivi.

Albumina-S1P: frazione della S1P plasmatica
legata all’albumina; funge da serbatoio plasmatico
di S1P e spesso ¢ stata associata ad effetti negativi
o neutri per quanto riguarda la patologia ateroscle-
rotica.

Trasportatori ABC (ATP-binding cas-
sette): famiglia di proteine trasportatrici trans
membrana, che accoppiano l'idrolisi dell’ATP al
trasferimento unidirezionale e contro-gradiente
di concentrazione di numerose molecole. In am-
bito cardiovascolare sono molto note le isoforme
ABCA1 e ABCGI, che svolgono un ruolo cruciale
nel trasporto inverso del colesterolo, trasferendo
colesterolo libero ed altre specie lipidiche rispet-
tivamente verso accettori poveri di lipidi (apoA-I)
e HDL mature.

Topo chimera: animale caratterizzato dalla
presenza di pitt popolazioni cellulari geneticamen-
te distinte, poiché originate da differenti zigoti.

Topo knock-out: animale in cui viene elimina-
to o inattivato uno specifico gene tramite la tecno-
logia del DNA ricombinante. In letteratura, accan-
to al nome del gene si possono trovare le seguenti
grafie, tutte indicanti knock-out genico: (gene)-
KO, (gene)-/-, (gene)-null, (gene)-deficient.

Topo knock-out condizionale: topo in cui I'i-
nattivazione di uno specifico gene € conseguente

(“condizionale”) all'incrocio di due topi transgeni-
ci denominati “flox” e “Cre”, grazie alla tecnologia
Cre-LoxP. Nel topo “flox” il gene da silenziare
viene fiancheggiato da determinate sequenze nu-
cleotidiche dette LoxP, che hanno la peculiarita
di essere riconosciute e tagliate dall’enzima Cre-
ricombinasi, espresso dal topo “Cre”. Dall'incro-
cio del topo “flox” con il topo “Cre”, si ottiene una
prole in cui la sequenza d’interesse compresa tra i
due siti LoxP viene escissa dal genoma, determi-
nando knock-out genico. Se la Cre-ricombinasi €
espressa sotto il controllo di un promotore tessu-
to specifico, il gene sara “spento” solo nel tessuto
d’interesse.

Topi apoE knock-out: topo in cui é stato inat-
tivato il gene dell’apolipoproteina E, caratterizzato
da marcata ipercolesterolemia e tendenza a svilup-
pare lesioni aterosclerotiche sia spontaneamente
(grado lieve) sia in seguito alla somministrazione
di diete ricche in colesterolo (lesioni avanzate).
Tale ceppo, sviluppato nella prima meta degli anni
novanta, ¢ ampiamente utilizzato come modello
sperimentale di aterosclerosi in vivo.

Topi LDLR knock-out: topo in cui € stato
inattivato il gene del recettore per le lipoproteine
a bassa densita (LDL). Anche questo ceppo € am-
piamente utilizzato come modello sperimentale di
aterosclerosi in vivo. A differenza del topo knock-
out per I'apoE, il topo LDLR knock-out sviluppa
marcata ipercolesterolemia ed aterosclerosi solo
in seguito a somministrazione di diete ricche in
colesterolo.

Recettori Toll-like (TLR): proteine a singolo
dominio transmembrana espresse soprattutto su
cellule della linea monocito/macrofagica. Sono re-
cettori specializzati nel riconoscere profili moleco-
lari distinti (Pattern Recognition Receptors, PRR)
ed hanno un ruolo rilevante nell'immunita innata,
generando risposte di tipo infiammatorio. All'in-
terno di questa famiglia di recettori, sono molto
note le isoforme TLR2, TLR3 e TLR4, specifiche
rispettivamente per peptidoglicano batterico, RNA
virale a doppio filamento e lipopolisaccaride batte-
rico (LPS).

Recettori Scavenger: proteine di membra-
na espresse principalmente da cellule della linea
mieloide e classificate in dieci famiglie differen-
ti, tra cui le piu note sono la A (es. SR-Al) ela B
(es., SR-B1). I recettori scavenger (letteralmente,
“spazzini”) legano sostanze di degradazione e di
accumulo metabolico come LDL ossidate/acetila-
te, prodotti terminali della glicosilazione avanzata,
agenti infettivi ed endotossine batteriche.
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1.

RIASSUNTO

Diversi studi epidemiologici hanno documentato una relazione inversa tra i livelli plasmatici di coleste-
rolo legato alle lipoproteine ad alta densita (HDL-C) e la gravita della malattia aterosclerotica. Tuttavia,
studi clinici recenti, mirati a valutare gli effetti dell'incremento del colesterolo HDL, non sono riusciti a
dimostrare dei benefici clinici in termini di riduzione del rischio cardiovascolare, suggerendo che altri
componenti delle HDL potrebbero essere alla base degli effetti anti-aterogeni attribuiti a queste lipo-
proteine. La sfingosina 1-fosfato (S1P) - un lisosfingolipide che esercita la sua attivita biologica legando-
si a specifici recettori accoppiati alle proteine G e regola una vasta gamma di risposte biologiche in vari
organi e tessuti, compreso il sistema cardiovascolare - ¢ stata identificata come un costituente impor-
tante delle HDL. Nel plasma, S1P € presente in concentrazioni nanomolari elevate, legata principalmen-
te alle HDL e in misura minore all’albumina e ad altre lipoproteine. Studi epidemiologici suggeriscono
che la ripartizione di S1P nelle HDL o in pool plasmatici non-HDL sia rilevante per la patogenesi della
malattia coronarica (CAD). Approcci sperimentali i vitro hanno permesso di individuare numerosi
eventi di segnalazione intracellulare indotti da S1P associata alle HDL, rilevanti per le azioni ateropro-
tettive svolte da queste lipoproteine. Tuttavia, i risultati degli studi iz vivo relativi all'influenza di S1P
sullo sviluppo dell’aterosclerosi sono stati meno conclusivi, poiché nei modelli animali di aterosclerosi
si sono osservati effetti sia anti- che pro-aterogenici. Nel presente lavoro abbiamo raccolto le attuali
evidenze di studi epidemiologici, approcci sperimentali iz vitro e su modelli animali di aterosclerosi,
indicative del contributo di S1P riguardo agli effetti ateroprotettivi esercitati dalle HDL.

Parole chiave: lipoproteine ad alta densita (HDL), sfingosina I-fosfato (S1P), aterosclerosi, infiammazione.
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