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MODELU DI MALATTIA

PROTEOGLICANI € DANNO
ATEROMASICO IN CONDIZIONI
DI INCREMENTATO RISCHIO
CARDIOVASCOLARE

Proteoglycans and atherosclerosis

in high cardiovascular risk conditions
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SUMMARY

Atherosclerosis (ATH) is a chronic, dynamic, evolutive process involving morphological and structur-
al subversion of artery walls and leading to the formation of atherosclerotic plaques. ATH generally
initiates during the childhood, occurring as a result of a number of changes in the intima tunica and in
the media of arteries. A key event occurring during the pathobiology of ATH is the accumulation of li-
poproteins in the sub-intimal spaces mediated by extracellular matrix (ECM) molecules, especially by
the chondroitin sulfate/dermatan sulfate (CS/DS) —containing proteoglycans (CS/DSPGs). Among
them, the proteoglycan biglycan (BGN) is critically involved in the onset and progression of ATH and
evidence show that BGN represents a link between the pro-atherogenic status induced by cardiovas-
cular risk conditions and the development and progression of vascular damage. In the light of these
findings, the role of BGN in hypertension, cigarette smoking, dyslipidemia, diabetes and inflammatory
status is briefly analyzed and discussed.

Key words: atherosclerosis; extracellular matrix, proteoglycans; biglycan; cardiovascular risk factors;
inflammation.

Introduzione

Larteriosclerosi/aterosclerosi  (ATH)
rappresenta un continuum di alterazioni
morfostrutturali a carico dei vasi arteriosi,
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prevalentemente legate a fenomeni di in-
vecchiamento vascolare, con progressivo
sovvertimento dell’architettura delle pare-
ti vascolari (tonaca media) e conseguente
perdita delle proprieta elastiche, associate
a danneggiamento endoteliale cronico, con
attivazione di fenomeni immunomediati ed
alterazione dei processi biologici propri
del tessuto, che comportano progressivo
ispessimento mediointimale per fenomeni
flogistici, accumulo di lipidi ossidabili e for-
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mazione di placche lungo I'albero arterioso
(1-3). La malattia aterosclerotica rappresen-
ta la principale causa di morte e disabilita
nel mondo occidentale (4, 5). La patogenesi
della malattia aterosclerotica consiste in un
processo dinamico che da una lesione pri-
maria, formatasi in eta precoce, porta pro-
gressivamente alla formazione della placca
aterosclerotica, con possibilita di evoluzio-
ne patologica acuta (aterotrombosi) (2, 6,
7). La lesione precoce alla base della pro-
gressione dell’aterosclerosi € rappresenta-
ta dalla cosidetta pathological inthima thi-
ckening (PIT), un ispessimento dell'intima
vascolare dovuto all’accumulo extracellula-
re di lipidi, proteoglicani e acido ialuronico
(8). In seguito all'ispessimento patologico
dell'intima si assiste ad una abnorme ri-
sposta infiammatoria con conseguente
infiltrazione di macrofagi che determina
la progressione della PIT in fibroateroma
(8, 9). Dalla definizione della response-to-
retention hypothesis (10), grande impor-
tanza ¢ stata data al ruolo dei proteoglicani
dimostrandone, come vedremo, un ruolo
sia nell'induzione che nel mantenimento
del danno vascolare.

Ruolo dei proteoglicani nell’omeostasi
vascolare

I proteoglicani (PGs) sono molecole
complesse formate da un core proteico
centrale covalentemente legato con ca-
tene di glicosamminoglicani (GAGsS):
condroitin solfato (CS), dermatan solfato
(DS), cheratan solfato (KS), eparina (HP)
ed eparan solfato (HS). I GAGs sono dei
polisaccaridi, formati da unita ripetitive di
esosammine acetilate (N-acetilgalattosam-
mine o N-acetilglucosamina) e un residuo
di acido uronico (Acido D-glucuronico o
acido L-iduronico). I1 KS ¢é T'unico GAG
formato da N-acetilglucosamina e galatto-
sio (11).

Sono molecole essenziali nel manteni-

mento dell’omeostasi vascolare e la loro
alterata regolazione rappresenta un ele-
mento chiave durante 'aterogenesi (1, 4,
12); infatti, i GAGs legati al core proteico
dei PGs sono in grado di legare e modu-
lare l'azione di diversi enzimi e proteine
contribuendo al corretto mantenimento
dell’'omeostasi vascolare (1, 4, 12).

Negli anni, diversi studi hanno sottoli-
neato l'importanza dell'interazione tra le
lipoproteine plasmatiche ed i proteogli-
cani nell'insorgenza e nella progressione
dell’aterosclerosi, supportando la teoria
della response-to-retention hypothesis di
Williams e Tabas (10, 13-25). Brevemente,
secondo tale meccanismo, in presenza di
una noxa le cellule muscolari lisce (SMCs)
aumentano la sintesi locale di PGs con
elevata affinita per le lipoproteine plasma-
tiche. I PGs si legano alle lipoproteine ate-
rogeniche mediante interazioni ioniche
tra amminoacidi basici presenti sulla su-
perficie delle apoB100 e cariche negative
dei gruppi solfato presenti nei GAGs legati
al core proteico dei PGs. Tale interazione
porta ad un accumulo di aggregati PGs-
lipoproteine a livello dell'intima vascolare
che si traduce in una risposta inflammato-
ria locale e rappresenta I'evento iniziatore
della patogenesi dell’aterosclerosi (7, 26,
27). Poiché la noxa é rappresentata in ge-
nere non da un evento locale ma da una
condizione a ricaduta sistemica (iperten-
sione arteriosa, dislipidemia, diabete mel-
lito, tabagismo, obesita viscerale, malattie
infiammatorie croniche), I'aterogenesi si
configura come un evento multifattoriale
che potenzialmente puo insorgere casual-
mente lungo le pareti arteriose per quanto
siano riconoscibili alcuni siti preferenziali
(28, 29).

Ruolo centrale di BGN
11 sottotipo di PGs maggiormente rap-
presentato a livello vascolare € costitui-
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to dai proteoglicani a condroitin solfato
(CSPGs) e a dermatansolfato (DSPGs)
(12, 30); tra questi il versicano, la decori-
na e soprattutto il biglicano (BGN) sono
quelli principalmente rappresentati nella
matrice extracellulare (ECM) dell'intima
vascolare, nonché direttamente coinvolti
nei meccanismi di danno vascolare (20,
31). In particolare, studi effettuati su se-
zioni istologiche di lesione aterosclerotica,
sia da modelli sperimentali che da biopsie
umane, dimostrano come le lipoproteine
abbiano grande affinita con i GAGs legati
al core proteico di BGN (21, 32-34).

BGN é un proteoglicano a condroitin/
dermatan solfato appartenente alla fami-
glia degli small leucine-rich proteoglycans
(SLRPs) (35). Dagli studi di immunoi-
stochimica di Nakashima e collaboratori
emerge che BGN é presente nelle primis-
sime fasi della lesione pre-aterosclerotica
e la sua presenza ¢ determinante per I'i-
niziale deposizione di lipidi a livello sub-
intimale (7).

BGN in condizioni di incrementato
rischio cardiovascolare

Ipertensione arteriosa

E noto che i valori di pressione arterio-
sa siano strettamente correlati con I'inci-
denza di malattia cardiovascolare (CVD)
(36, 37). Inoltre evidenze sperimentali
dimostrano che l'angiotensina II (AIl) e
in grado di stimolare le SMCs vascolari
a produrre PGs con elevata affinita di le-
game per le LDL plasmatiche, mediando
pertanto questo aspetto dell’aterogenesi
(33, 38). Sulla base di queste osservazioni,
diversi autori hanno valutato la correlazio-
ne tra ipertensione arteriosa, risposta in-
fiammatoria e sintesi di PGs aterogenetici.
Figueroa e collaboratori hanno dimostrato
come in SMCs isolate da aorta umana la
sintesi di BGN risultava significativamen-

te aumentata in seguito a trattamento con
AIl, mentre il trattamento delle stesse
con Losartan, antagonista del recettore
dell’angiotensina II, bloccava la sintesi di
BGN (38). In topi infusi con AIl sono stati
osservati aumento della sintesi di BGN,
aumentata ritenzione e co-localizzazione
delle LDL con questo PG associati a mag-
giore sviluppo di aterosclerosi (33). Suc-
cessivamente, in due diversi esperimenti,
abbiamo osservato come i livelli di BGN
in monociti isolati da pazienti affetti da
ipertensione arteriosa risultassero au-
mentati, e come il trattamento iz vitro con
AII determinasse un ulteriore significativo
aumento di BGN (39). Al contrario, in pa-
zienti ipertesi in trattamento con Losartan
i valori di BGN risultavano significativa-
mente ridotti e contemporaneamente &
stata anche osservata una riduzione dei
livelli plasmatici di mediatori dell'infiam-
mazione (40).

Fumo di sigaretta

I1 fumo di sigaretta rappresenta un im-
portante fattore di rischio cardiovascolare;
e stato infatti dimostrato come favorisca la
produzione di specie reattive dell’ossige-
no (ROS) con conseguente aumento dello
stress ossidativo (41). Inoltre il tabagismo
determina riduzione della produzione di
ossido nitrico (NO), interferisce con le
funzioni endoteliali e favorisce la risposta
inflammatoria (42-44). Recentemente &
stato inoltre dimostrato che il fumo di siga-
retta € in grado di alterare I'organizzazio-
ne della matrice extracellulare (45-47). In
seguito al danno tissutale e lo stress ossi-
dativo BGN, ad opera di enzimi proteoliti-
ci, viene liberato dalla ECM e rilasciato in
circolo. In questo contesto BGN sembra in
grado di attivare la risposta infiammatoria
da parte di macrofagi e cellule dendritiche
mediante I'interazione selettiva con i recet-
tori Toll-like (TLR) TLR2/4 ed i recettori
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purinergici P2X7/P2X4 (48). In un nostro
precedente lavoro, in monociti isolati da
una coorte di giovani fumatori, abbia-
mo dimostrato un significativo aumento
dell’espressione di BGN. Tale aumento
risultava altamente correlato con gli indi-
ci di rigidita vascolare e con lo spessore
medio-intimale dei soggetti arruolati. Inol-
tre, l'indice di esposizione al fumo attivo
sembrava il principale fattore in grado di
indurre 'aumentata sintesi di BGN (49).
Ad ulteriore conferma, in un recente stu-
dio abbiamo riportato che I'astensione dal
fumo di sigaretta per almeno un anno de-
termini una significativa riduzione dell’e-
spressione di BGN (50).

Dislipidemia

Secondo studi di co-localizzazione
BGN risulta essere parte attiva nel guida-
re 'accumulo di lipoproteine aterogeniche
nell'intima vascolare (26, 32-34). Tannock
e collaboratori hanno dimostrato che in
topi transgenici in grado di over-esprime-
re BGN si assisteva ad un aumento della
ritenzione lipidica e maggiore tendenza
a sviluppare l'aterosclerosi. In questi topi
la gravita della lesione aterosclerotica era
strettamente correlata ai livelli plasmatici
di BGN (51). La lipoprotein lipasi (LPL) ¢
un enzima chiave nel metabolismo lipidico
e la sua azione ¢ strettamente correlata al
legame con BGN (52, 53). In modello di
conigli transgenici over-esprimenti LPL
e sottoposti ad una dieta con elevato con-
tenuto di colesterolo, Ichikawa e colleghi
hanno osservato che, in seguito all’azione
idrolitica di questo enzima, si assisteva
ad una diminuzione delle VLDL ma, con-
temporaneamente, aumentavano i livelli
di LDL di piccole dimensioni (small-sized
LDLs). Queste ultime mostravano infine
una maggiore suscettibilita all'ossidazione
e quindi un’elevata affinita di legame per
BGN rispetto alle lipoproteine di dimen-

sioni piu grandi (54). Dati analoghi sono
stati ottenuti da Koike e colleghi in un
modello di coniglio con dislipidemia ere-
ditaria (55). Oberkersch e colleghi notaro-
no, in ratti Wistar alimentati con Western
diet, una diminuzione dell’espressione di
BGN che correlava con la scarsa tendenza
a sviluppare aterosclerosi che caratterizza
questi animali (23). Inoltre sembra che il
trattamento con cerivastatina sia in grado
di ridurre T'espressione di BGN inibendo
la produzione da parte delle SMCs vasco-
lari (56).

Diabete Mellito

I pazienti affetti da diabete presentano
un elevato rischio di sviluppare ateroscle-
rosi ed incorrere in eventi clinici cardiova-
scolari (57). Negli anni, diversi autori han-
no osservato anormalita dei PGs associati
alla placca aterosclerotica in condizioni di
iperglicemia. McDonald e colleghi hanno
dimostrato che l'espressione di BGN, in
condizioni di iperlipemia, risultava note-
volmente aumentata nelle sezioni arterio-
se di un modello porcino diabetico (57).
Mangat e collaboratori, in studi effettuati
su ratti insulino-resistenti e diabetici han-
no suggerito che 'aumentata deposizione
arteriosa di colesterolo era associata ad
esacerbata espressione di BGN (58). Wil-
son e collaboratori hanno osservato che
l'alterato metabolismo dei PGs era deter-
minato da elevati livelli di TGF-f che carat-
terizzano i soggetti diabetici (59). In una
recente revisione della letteratura, Hie-
bert riporta come i PGs risultino alterati in
soggetti diabetici in presenza di iperglice-
mia e che tali alterazioni sarebbero corre-
late ad aumentata degradazione dei GAGs
e/o mediate da aumentata sintesi di ROS;
l'alterata degradazione dei PGs sarebbe
responsabile di molte complicanze micro
e macrovascolari nel soggetto diabetico
(60).
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Infiammazione

Alcune evidenze sperimentali sugge-
riscono che BGN, oltre a promuovere
I'aterogenesi mediante la ritenzione sub-
intimale delle lipoproteine aterogenetiche,
sia in grado di promuovere esso stesso
I'infiammazione a livello della lesione ate-
rosclerotica agendo da molecola segnale
(61, 62). In seguito a danno tissutale, BGN
viene scisso nella ECM ad opera di enzimi
proteolitici generando una forma solubi-
le che mantiene intatto il core proteico e
le catene di GAGs ad esso legate (63-65).
BGN solubile é in grado di attivare in
maniera autocrina e paracrina i recettori
TLR2/4 e favorire la sintesi di citochine
pro-infiammatorie (TNF-a e IL-1B) e che-
mochine per macrofagi, linfociti T e B e
monociti generando una rapida risposta
inflammatoria, che non necessita della
sintesi de novo di BGN (66, 67). Babelova
e collaboratori hanno inoltre dimostrato
che BGN solubile favorisce I'organizzazio-
ne di un complesso multi-recettoriale for-
mato da recettori TLR 2 e 4 e purinergici
P2X (68). Questo sistema di co-operativita
recettoriale ¢ in grado di attivare Iin-
flammosoma NLRP3/ASC che mediante
l'attivazione della caspasi-3 favorisce diret-
tamente la maturazione ed il rilascio della
IL-1p matura senza l'intervento di fattori
co-stimolatori addizionali. Questa funzio-
ne unica di BGN, favorita dalla presenza di
ROS e dal rilascio delle heat shock protein
90 (HSP90), genera una potente risposta
infiammatoria (68).

RIASSUNTO

Le vie biochimiche attivate dall'intera-
zione di BGN con i recettori TLR2 e 4, for-
niscono un link potenziale tra la risposta
innata e quella adattativa. Popovic e colla-
boratori hanno dimostrato che in seguito
a danno cardiaco, BGN solubile appare in
grado di mediare I'attivazione delle cellule
T, amplificando la risposta autoimmune a
carico del tessuto cardiaco (69).

Conclusioni

Negli ultimi vent'anni le nostre cono-
scenze sulla patogenesi e 'evoluzione del
danno ateromasico sono state potenziate da
nuove importanti acquisizioni. Le alterazio-
ni a carico dei costituenti 'ECM ed in par-
ticolare a carico dei PGs inducono e man-
tengono la risposta infiammatoria non solo
a livello locale ma anche sistemico, come
dimostrato dalle variazioni dei livelli circo-
lanti di alcuni PGs in diverse condizioni di
aumentato rischio cardiovascolare. Abbia-
mo visto come la ricerca ci ha fino ad oggi
permesso di conoscere quali siano i PGs
principalmente coinvolti, come il loro ruo-
lo risulti particolarmente precoce e talora
reversibile, quali siano i siti di clivaggio per
gli enzimi proteolitici e come i PGs modi-
ficati inneschino e mantengano la risposta
inflammatoria. Tuttavia poco € noto sulla
possibilita di rallentare il processo quando
gia avviato e/o di modulare la risposta in-
fiammatoria associata. Nuovi studi sono an-
cora necessari in questo senso per ottenere
risposte concrete e ripetibili.

Laterosclerosi (ATH) e un processo patologico progressivo, evolutivo, dinamico, che implica il sovver-
timento morfologico e strutturale delle pareti vascolari favorendo la formazione di placche ateroscle-
rotiche. ATH insorge generalmente gia in eta precoce, inducendo cambiamenti a livello delle tuniche
media ed intimale delle arterie. Un evento chiave durante la patogenesi di ATH é rappresentato dalla
ritenzione, nello spazio sub-intimale, delle lipoproteine plasmatiche mediata da molecole della matrice
extracellulare (ECM), ed in particolare dai proteoglicani a condroitin e dermatan solfato (CS/DSPGs).
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Tra questi, il biglicano (BGN) ¢ quello maggiormente coinvolto ed evidenze sperimentali dimostrano
come questo proteoglicano rappresenti il link tra lo stato pro-aterogenetico, indotto dalla presenza di
fattori predisponenti, e lo sviluppo e la progressione del danno vascolare.

Alla luce di queste evidenze, questa rassegna ha come obbiettivo quello di riportare, in forma sinottica,
i dati di letteratura riguardanti il ruolo di BGN in condizioni di incrementato rischio cardiovascolare,
inclusi ipertensione arteriosa, dislipidemia, diabete mellito, tabagismo, obesita viscerale, malattie in-

fiammatorie croniche.

Parole chiave: aterosclerosi; matrice extracellulare; proteoglicani; biglicano, fattori di rischio cardio-

vascolare, flogosi.
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