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DEl PIU RECENTI MECCANISMI

CHE CONTRIBUISCONO ALLA
FORMAZIONE D€EL CORE NECROTICO

The atherosclerotic plaque vulnerability:
focus on the oxidative and endoplasmic
reticulum stress in orchestrating the

macrophage apoptosis in the formation

of the necrotic core

LUCIANO COMINACINI, CHIARA MOZZINI, ANNAMARIA FRATTA PASINI
Dipartimento di Medicina, Universita di Verona, Sezione di Medicina Generale
e Malattie Aterotrombotiche e Degenerative, Verona, lfalia

SUMMARY

The atherosclerotic plaque rupture and the thrombosis in the lumen, that are mostly determined by the
expansion of the necrotic core (NC), are driven by various mechanisms, including accelerated macro-
phage apoptosis and defective phagocytic clearance (defective efferocytosis). Oxidative stress and endo-
plasmic reticulum (ER) stress are implicated in the expansion of the NC. In this report Authors focus on
the promising results of the oxidative and ER stress in contributing to triggering and orchestrating the

atherosclerotic plaque vulnerability.
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Introduzione

Sebbene la comprensione dei meccani-
smi alla base dell'instabilita della placca
aterosclerotica sia da decenni uno dei piu
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ambiti obiettivi della ricerca cardiovasco-
lare, ad oggi non sono disponibili risultati
definitivi.

La placca instabile é caratterizzata dal-
la presenza di un alto contenuto di cellule
infiammatorie, un core necrotico di note-
voli dimensioni ricoperto da una sottile
capsula fibrosa con un ridotto contenuto
di cellule muscolari lisce e matrice extra-
cellulare (1).

Altre caratteristiche comuni alla placca
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instabile sono il rimodellamento espan-
sivo del segmento arterioso, le cospicue
dimensioni della placca, le emorragie
intraplacca, la neovascolarizzazione, l'in-
fiammazione della tonaca avventizia e le
calcificazioni a spot (1).

I meccanismo di rottura della placca
che porta all’evento clinico, classicamente
definito come un processo multi-step, pre-
vede una prima fase di destabilizzazione,
con assottigliamento del cappuccio fibro-
so attorno al core necrotico e a seguire, la
rottura della placca stessa, con distruzione
del cappuccio fibroso ed occlusione trom-
botica dell’arteria interessata (1).

La fase di destabilizzazione della placca
instabile e perlopili determinata dall’au-
mentata apoptosi delle cellule muscolari li-
sce e dei macrofagi a livello del cappuccio
fibroso (2).

L'eccessiva attivita apoptotica spesso
associata ad inadeguata rimozione delle
stesse cellule apototiche da parte dei fa-
gociti (efferocitosi difettiva) ne favorisce
la necrosi secondaria con aggregazione
di materiale necrotico e la costituzione nel
tempo di quella che € considerata la carat-
teristica peculiare della placca instabile, il
core necrotico (2).

La conseguenza dell’accelerata apoptosi
soprattutto macrofagica associata alla ef-
ferocitosi difettiva € I'espansione del core
necrotico, un evento determinante nel pro-
cesso che porta alla rottura della placca ed
all’evento clinico (2).

In questo report, gli Autori si focalizza-
no sui meccanismi della formazione del
core necrotico, concentrandosi soprattut-
to sui meccanismi che portano all’apopto-
si macrofagica e sul ruolo emergente che
stress ossidativo e stress del reticolo endo-
plasmatico hanno in tale ambito riferendo-
si ad una loro recente revisione sull’argo-
mento (3) a cui si rimanda per una tratta-
zione piu dettagliata.

Lapoptosi macrofagica

nella placca aterosclerotica:
I'effetto sinergico dello stress
del reticolo € dello stress
ossidativo

La progressione della placca € caratte-
rizzata dall’apoptosi macrofagica. Nelle
fasi iniziali non si evidenziano segni di
necrosi macrofagica secondaria e le cel-
lule apoptotiche vengono efficientemente
rimosse attraverso il meccanismo di effe-
rocitosi: questo processo caratterizza le
lesioni cosiddette “early”.

Sebbene il meccanismo di efferocitosi
non sia ad oggi completamente chiarito, &
verosimile che I'evento iniziale sia il rico-
noscimento di segnali “eat me”, determi-
nati dall’esposizione della fosfatidilserina
sulle membrane delle cellule apoptotiche,
che vengono internalizzate e rimosse da
parte dei fagociti (2).

Il continuo “recruitment” di macrofagi e
di altre cellule infiammatorie che divenute
apoptotiche non possono essere rimosse
adeguatamente a causa di una efferocito-
si non adeguata, determina la loro necro-
si secondaria, processo che contribuisce
all’espansione del core necrotico (2).

Diversi fattori sembrano contribuire al
processo di apoptosi dei macrofagi, in par-
ticolare, sta assumendo un ruolo impor-
tante lo stress del reticolo endoplasmatico
(4). 11 reticolo endoplasmatico € un orga-
nello che partecipa alla sintesi e al corret-
to ripiegamento delle proteine secretorie
e di membrana. Vari insulti, tra cui lo
stress ossidativo e I'alterazione dello stato
redox cellulare, possono turbarne I'ome-
ostasi portando ad accumulo di proteine
mal ripiegate con successiva attivazione
dell'Unfolded Protein Response (UPR) nel
tentativo di ripristinare 'omeostasi cellu-
lare. Lattivita del’UPR viene mediato da
tre recettori transmembrana (4): la chi-
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nasi del reticolo endoplasmatico (protein
kinasi-like ER kinase, PERK), il fattore di
trascrizione attivante il fattore di trascri-
zione 6 (transcriptional factor activating
transcription factor 6, ATF6) e la kinasi
1 richiedente inositolo (inositol-requiring
kinase 1, IRE1).

In condizioni basali, di non stress, que-
sti recettori si mantengono in forma inat-
tiva, legati ad una proteina chaperon glu-
cosio-regolata del peso di 78 kDa (glucose
regulated protein 78 kDa, GRP78 o BiP).
In condizioni di stress, allaccumularsi di
“unfolded proteins” i recettori transmem-
brana si dissociano da BiP ed attivano
“signaling” intracellulari che riducono la
sintesi proteica ed altri “pathways” intra-
cellulari di sopravvivenza (4).

Al riguardo, ad esempio, PERK promuo-
ve vie antiossidanti, fosforilando diretta-
mente il fattore di trascrizione NF-E2-rela-
ted factor 2 (Nrf2) che da inizio all’attiva-
zione delle sequenze Antioxidant Related
Elements (ARE), che codificano per pro-
teine antiossidanti ed enzimi detossificanti.

Al contrario, nel caso di abnorme stress
cellulare, e quindi di incapacita da parte
dell’UPR di una risposta di sopravviven-
za, si innesca la via mediata dalla protei-
na omologa C/EBP (C/EBP homologous
protein, CHOP), che promuove I'apoptosi.

Nella patologia aterosclerotica e in par-
ticolare nell’instabilita di placca, lo stress
del reticolo endoplasmatico gioca un ruolo
cruciale: infatti, sono stati dimostrati bassi
gradi di apoptosi e di necrosi in placche di
topi transgenici LDLr-/- “lacking” CHOP
(2). Inoltre, di particolare importanza &
stato lo studio effettuato da Myoishi (5),
che ha evidenziato aumentata espressione
di CHOP e di apoptosi nei punti di rottura
di placche aterosclerotiche coronariche
umane.

Recentemente in quest’ambito & stato
dimostrato dagli Autori (6) che la cosid-

detta “area attorno al core necrotico” (tis-
sue around the necrotic core, TANC) di
placche carotidee instabili umane ¢ carat-
terizzata da un aumentato numero di cellu-
le apoptotiche di derivazione macrofagica
e da un’aumentata espressione genica e
proteica di proteine pro-apoptotiche.

La stessa cosa pero non accadeva nel-
le zone piu periferiche della placca. Nella
area TANC si osservava un marcato au-
mento dell’espressione di CHOP men-
tre in periferia prevalevano PERK e altri
marcatori di vie di sopravvivenza legate
al’'UPR. Questi risultati dimostrano che
lo stress del reticolo endoplasmatico puo
sostanzialmente promuovere 1'abnorme
apoptosi macrofagica e quindi la necrosi
secondaria a livello dell’area TANC, favo-
rendo cosl, per vicinanza I'espansione del
core necrotico.

Si e visto che cio che scatena la rispo-
sta UPR ed eventualmente poi I'apoptosi
reticolo-correlata, appartiene a quella se-
rie di composti che caratterizza le placche
“advanced”, e cioe elevati livelli intracellu-
lari di colesterolo libero, oxisteroli, LDL
ossidate, fosfolipidi ossidati e, come dimo-
strato dagli Autori recentemente (6) anche
derivati ossidati di acidi grassi poliinsaturi,
che possono scatenare lo stress del retico-
lo ed attivare I'apoptosi macrofagica legan-
dosi al recettore del trombossano ed al
recettore G2A. E evidente quindi la stret-
ta relazione e sostanzialmente la sinergia
che esiste tra stress ossidativo e stress del
reticolo nell'orchestrare 'apoptosi macro-
fagica a livello della placca vulnerabile. E
verosimile che in questa sinergia un ruolo
centrale venga svolto dalla nicotinamide
adenina dinucleotide fosfato (NADPH) os-
sidasi, I'inibizione della cui subunita Nox2
porta a diminuzione dell’apoptosi macrofa-
gica indotta dallo stress del reticolo (7).

Se sovraespressa, la NADPH ossida-
si ulteriormente promuove i processi di
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apoptosi attraverso l'attivazione di mecca-
nismi PERK e CHOP-dipendenti (7).

E noto che lo stress ossidativo ed in par-
ticolare la produzione di Specie Reattive
dell’Ossigeno (ROS) sono potenti attivato-
ri dell’'UPR (8).

I1 corretto stato redox a livello luminale
del RE, contribuisce al corretto ripiega-
mento proteico.

Il punto sull'efferocitosi difettiva

Come in precedenza accennato, i fago-
citi sovraccaricati dall’eccessiva apoptosi
non sono in grado di effettuare una ade-
guata efferocitosi (2), che pertanto diviene
difettiva, meccanismo che porta inevita-
bilmente ad un aumento del processo di
necrosi.

I fagociti devono riconoscere specifici
segnali di “eat me” sulle cellule apoptoti-
che, e la fosfatidilserina é il principale di
questi segnali; a sua volta i fagociti possie-
dono recettori che legano in modo specifi-
co la fosfatidilserina (9).

Gli Autori si sono soffermati su questo
argomento (10) analizzando leffetto di
alcuni composti ossidati su tali recettori,
nell’ambito dei processi di efferocitosi di-
fettiva che contribuiscono all’espansione
del core necrotico.

I recettori TAM (Tyro 3, Axl and Mer
tyrosine kinase, Mertk) sono molecole di
superficie dei fagociti che agiscono come
recettori implicati nei processi di ricono-
scimento delle cellule apoptotiche (9). Tra
di essi il principale risulta essere il recetto-
re Mertk. Il ligando del recettore Mertk ¢
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Figura | - Panoramica dei principali elementi analizzati che contribuiscono alla formazione del core necro-
tico. Legenda: Ox-LDL: LDL ossidate; ROS: Specie Reattive dell’Ossigeno; Nrf2/ARE: fattore di trascrizio-
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Gas 6, una molecola ponte che si lega da
una parte alla fosfatidilserina sulla mem-
brana della cellula apoptotica e dall’altra
al dominio extracellulare del recettore
Mertk sulla membrana dei fagociti.

Il clivaggio mediante metalloproteinasi
del dominio extracellualre di Mertk porta
ad una forma solubile di Mertk (sMer),
che puo agire come inibitore competitivo
di Mertk agendo da “esca” al proprio ligan-
do Gas 6 (9).

Poiché T'efferocitosi difettiva ha un ruo-
lo importante nell’espansione del core ne-
crotico, gli Autori si sono focalizzati sull’a-
nalisi dei recettori TAM ed in particolare
Mertk, su Gas 6 e sulla metallopeptidasi
Adam 17, sia nelle aree TANC che in pe-
riferia di placche carotidee provenienti da
pazienti sottoposti ad endoarteriectomia
carotidea (10).

Con metodica di immunoistochimica,
gli Autori hanno dimostrato che Mertk
e Adam 17 risultavano maggiormente
espressi nell’area TANC, rispetto alla pe-
riferia della stessa placca carotidea. Mertk
risultava piu espresso di Adam 17 nell’a-
rea TANC piu prossima al lume, ma era
sostanzialmente assente vicino al core ne-
crotico pur in presenza di eccesso di RNA.

Questi dati risultavano abbastanza ina-
spettati, cosi si € ipotizzato che dove sono
massime le concentrazioni di Adam 17, Ii
c’¢ una riduzione del dominio extracellu-
lare di Mertk.

Quindi l'area attorno al core necrotico
puo contenere sostanze inducenti Adam
17 e 'enzima puo rilasciare il dominio ex-
tracellulare di Mertk inattivando il recet-
tore e favorendo l'efferocitosi difettiva. E
difatti, nello studio effettuato, I'estratto di

TANC conteneva moltissimi derivati ossi-
dati di acidi grassi poliinsaturi, potenti in-
duttori di Adam 17.

Alla fine di tutti questi processi, vi sa-
rebbe l'inattivazione di Mertk, la forma-
zione di sMer e la minor disponibilita di
Gasb, col risultato che verrebbe attivata
un’efferocitosi non adeguata e di conse-
guenza una maggior espansione del core
necrotico.

Conclusione

Gli Autori hanno esaminato una delle
caratteristiche peculiari della placca vul-
nerabile: la formazione del core necrotico,
la cui espansione riveste un ruolo deter-
minante nella rottura della placca stessa e
nella trombosi acuta del lume.

Sulla base dei dati presenti in letteratura
e delle recenti proprie acquisizioni, hanno
cercato di far emergere i promettenti con-
tributi che stress ossidativo e stress del re-
ticolo endoplasmatico hanno in questam-
bito, considerando il ruolo centrale del
macrofago e dei processi di apoptosi e
di efferocitosi (difettiva e non) che con-
feriscono a tale cellula un ruolo centrale
nell’espansione di cio che caratterizza la
placca vulnerabile, il core necrotico.

Consapevoli che 'argomento non € in
alcun modo concluso, scopo di questo re-
port & fornire un nuovo punto di vista sui
complessi meccanismi che portano all'in-
stabilita di placca.

La figura 1 mostra una panoramica dei
principali elementi che contribuiscono alla
formazione del core necrotico, qui analiz-
zati.
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RIASSUNTO

Gli Autori hanno esaminato una delle caratteristiche peculiari della placca vulnerabile: la formazione
del core necrotico, la cui espansione riveste un ruolo determinante nella rottura della placca e nella
trombosi acuta del lume. Sulla base dei dati presenti in letteratura e delle recenti proprie acquisizioni, si
focalizzano sui promettenti contributi che stress ossidativo e stress del reticolo endoplasmatico hanno
in quest’ambito, considerando il ruolo centrale del macrofago e dei processi di apoptosi e di efferocitosi
(difettiva e non) che conferiscono a tale cellula un ruolo centrale nell’espansione di cio che caratterizza

la placca vulnerabile.

Parole chiave: Aterosclerosi, Apoptosi, Efferocitosi, Stress del reticolo endoplasmatico, Stress ossidativo,

core necrotico, Placca vulnerabile.
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