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SUMMARY

The chemokine network specifically orchestrates the trafficking of immune cells in both homeostasis
and during inflammation. Although several studies support an important pathogenic role of inflamma-
tory chemokines and their receptors in atherosclerosis, potentially representing attractive therapeutic
targets in the pathology, there is no clinical application of drugs targeting chemokine receptors for the
treatment of cardiovascular diseases. Inflammatory chemokines are generated by any cell type in the
atherosclerotic vessel wall and can interact with multiple inflammatory chemokine receptors. Howev-
er, redundancy, ligand sharing and overlapping expression patterns typify the inflammatory chemok-
ine/receptor system. Accordingly, we have an insufficient understanding of the complex roles played
by individual, and combination of, chemokine receptors in regulating vascular inflammation, which
has precluded the development of targeted therapies. Most of the clinical trials are in phase II and do
not show any statistically significant results, some of them are ongoing or completed but results are
still not available. This article summarizes the major clinical trials targeting inflammatory chemokines
and their receptors and proposes a novel experimental strategy that could overcome the main barrier
to their use as anti-inflammatory therapies in cardiovascular diseases.

Keywords: Atherosclerosis, chemokines, clinical trials, inflammatory chemokine receptors, vascular in-
fAammation.
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questa patologia. Negli ultimi 30 anni, la
ricerca di base ha dimostrato in modo ine-
quivocabile il ruolo causale delle risposte
immuno-infiammatorie nell’aterosclerosi
e, quindi, il potenziale teorico di manipola-
re la risposta infiammatoria per prevenire
eventi cardiovascolari. Ipotesi confermata
nel 2017 con la pubblicazione dello studio
CANTOS (Canakinumab Antiinfiammato-
ri Thrombosis Outcome Study) (1, 2), pri-
ma dimostrazione clinica che la riduzione
dell'inflammazione vascolare ¢ utile nella
prevenzione secondaria degli eventi car-
diaci avversi maggiori (major adverse car-
diac events, MACE).

E noto che l'aterosclerosi accelera il
reclutamento delle cellule immunitarie
nei vasi arteriosi, sia nelle fasi iniziali che
in quelle avanzate della patologia (3, 4).
Il nostro gruppo di ricerca ha dimostrato
in modelli murini che il trafficking ed il
priming locale dei linfociti T naive a livel-
lo aortico contribuisce al processo atero-
sclerotico (5-8). Nelle fasi avanzate della
patologia, le cellule immunitarie migrano
nel tessuto connettivo avventiziale che av-
volge le arterie per formare organi linfoidi
terziari indicati come ATLOs (artery ter-
tiary lymphoid organs). Questi aggregati
linfoidi sono in grado di controllare in situ
la risposta vascolare delle cellule T, bypas-
sando gli organi linfoidi secondari (9, 10).
Piu recentemente, tecniche innovative co-
me la citometria di massa (cytometry by ti-
me-offlight, CyTOF) ed il sequenziamento
dell’RNA a singola cellula (single-cell RNA
sequencing) hanno permesso una mappa-
tura completa dei diversi sottotipi di cel-
lule immuni presenti all'interno dei vasi
aterosclerotici (11).

Ruolo delle chemochine infiammatorie
e dei loro recettori nell’aterosclerosi

La migrazione dei leucociti nei vasi ate-
rosclerotici € regolata in gran parte dalle

chemochine, proteine a basso peso mo-
lecolare (8-12 kD) tutte strutturalmente
omologhe e provviste di uno o due ponti
disolfuro. Possono essere monomeri, di-
meri o oligomeri. La famiglia delle chemo-
chine é suddivisa, in base al numero ed alla
posizione dei residui di cisteina collocati
nella regione N-terminale, nelle seguenti
sottoclassi: CC, CXC, XC e CX;C (12). Le
chemochine si legano a recettori apparte-
nenti alla famiglia dei recettori accoppiati
a proteine G (G-Protein Coupled Receptors,
GPCR) con sette domini transmembrana
comprendenti due famiglie: 19 recettori
convenzionali (conventional chemokine re-
ceptors, cCCKRs) e 4 recettori “atipici” (at-
ypical chemokine receptors ACKRs) (13).Le
chemochine possono essere ulteriormente
classificate in chemochine infiammatorie
e chemochine omeostatiche. Mentre le
chemochine infiammatorie sono indotte
in risposta a stimoli pro-infiammatori e pro-
muovono il rapido reclutamento di cellule
immunitarie nei siti di infezione, flogosi e
danno tissutale, le chemochine omeosta-
tiche ed i loro recettori sono costitutiva-
mente espresse e regolano il traffico basa-
le dei leucociti all'interno e all’esterno dei
tessuti periferici e degli organi linfoidi se-
condari. L'espressione dei recettori omeo-
statici delle chemochine risulta ridotta sui
leucociti, contrariamente, i recettori delle
chemochine inflammatorie (inflammatory
chemokine receptors, iICCRs) sono ampia-
mente espressi sulle cellule infiammato-
rie (Tabella 1). Inoltre, mentre i recettori
omeostatici delle chemochine legano al
massimo due chemochine, i recettori del-
le chemochine infiammatorie legano nu-
merose chemochine (Tabella 2) (14, 15).
Diversi studi genetici nell'uomo hanno
collegato i polimorfismi a singolo nucleo-
tide nei geni dei recettori C-C per le che-
mochine alla malattia cardiometabolica
(16-19). Questi recettori ed i loro moltepli-
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ci ligandi sono espressi durante I'infiam-
mazione vascolare e sebbene siano stati
ampiamente studiati nell’aterosclerosi, c’e
ancora un vivace dibattito relativo al ruo-
lo dei singoli recettori nella formazione
e nello sviluppo di tale patologia (20-22).
Dibattito evidente se si guarda agli articoli
pubblicati nell'ultimo decennio sul reclu-
tamento dei monociti nelle placche atero-
sclerotiche. Nel 2007, Tacke et al. hanno
mostrato che CCR2, CCR5 e CX3CR1 sono
necessari per il reclutamento dei monociti
nella placca (23). Piu recentemente, tutta-
via, € stato dimostrato che CCR1 e CCR5
ma non CCR2 o CX3CRI1 sono necessari
per il reclutamento dei monociti (24).
Sembra dunque che il ruolo generale di
CCR1, CCR2 e CCR5 nella formazione
dell’ateroma sia contraddittorio. I topi de-
ficienti di CCR2 e CCR5 sviluppano meno
aterosclerosi; al contrario, i topi deficienti
di CCR1 mostrano una maggiore formazio-
ne di placca (25-28) con una risposta Thl
pro-aterogenica (29). Pit recentemente,
¢ stato dimostrato che la neutralizzazione
farmacologica di CCR2 riduce il processo
aterosclerotico ma non influenza il reclu-
tamento microvascolare dei leucociti (30).
Sebbene CCR3 sia espresso in placche ate-
rosclerotiche umane (31), non € stato ad
oggi studiato in modelli animali. I risultati
contraddittori suggeriscono che il ruolo di
alcune chemochine varia a seconda delle
fasi dello sviluppo dell’aterosclerosi, ren-
dendo lo studio dell’attivita biologica delle
chemochine infiammatorie e dei loro re-
cettori nella patologia estremamente com-
plesso.

In questo articolo abbiamo esaminato
il potenziale clinico delle strategie tera-
peutiche basate sul sistema chemochine
infiammatorie/recettori nonché la relativa
complessita del targeting farmacologico
di questa famiglia di molecole. Abbiamo
anche discusso nuove strategie sperimen-

Tabella | - Espressione dei recettori infiammatori

delle chemochine (iCCRs) sulle cellule immuni.
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Neutrofili CCR1, CCR2, CXCR2
Monociti CCR1, CCR2, CCR5, CX3CR1
Macrofagi CCR1, CCR2, CCR5, CX3CR1
Mastociti CCR1, CCR2, CCR5, CXCR2
Basofili CCR1, CCR2, CCR3, CCR5
Eosinofili CCR1, CCR3

Cellule Natural Killer CCR1, CCR2, CCR5, CX3CR1

Tabella 2 - Promiscuita dei recettori delle chemochine

infiammatorie.

orI:desttt:{if:o Chemochine
CCR7 CCL19, 21
CCR9 CCL25
CCR10 CCL27, 28
infl?aerf;:ta?cr:rio ShEmee s
CCR1 CCLS3, 5,6,7,8,9,13, 14,15, 16, 23
CCR2 CCL2,7,8,12,13, 16
CCR3 CCL2, 3,5,7,8,11,13, 15, 24, 26, 28
CCR5 CCL3, 4,5,7,8,11,14,16
CXCR2 CXCL1,2,8,5,6,7,8

tali per superare gli ostacoli riguardanti lo
sviluppo di terapie mirate a chemochine
infiammatorie ed ai loro recettori per il
trattamento delle patologie cardiovasco-
lari.

Studi clinici

I principali studi clinici su patologie
cardiovascolari che prendono in conside-
razione le chemochine infiammatorie e/o
i loro recettori come possibili bersagli te-
rapeutici sono riportati in Tabella 3.

MLN1202 é un anticorpo monoclonale
che interagisce con CCR2 ed inibisce il




€. Caiazzo, D. Gurgone, A. lalenti, €t al.

36

Tabella 3 - Principali studi clinici su patologie cardiovascolari che prendono in considerazione
le chemochine infiammatorie o i loro recettori come possibili bersagli terapeutici registrati
su http://www.clinicaltrials.gov o EudraCTR.

Farmaco

Target

Condizione

Fase
trial

Scopo dello
studio

Risultati principali

Identificativo

MLN1202 CCR2 Aterosclerosi | Fase Il | Effetto sui livelli Riduzione significativa NCTO00715169
(Anticorpo sierici di proteina dei livelli sierici di
monoclonale C-reattiva proteina C-reattiva
umanizzato)
Maraviroc CCR5 Infezione Fase IV | Efficacia in pazienti | Significativo NCT03402815
(antagonista da HIV con affetti da HIV miglioramento di FMD,
recettoriale) aterosclerosi con aterosclerosi cfPWV, IMT
rispettivamente del 66%,
11% e 13%. Effetto
benefico sul rapporto
EMP/ EPCs (P<.001)
e piastrine/aggregati
di leucociti (P=.013)
Bindarit CCL2, Restenosi Fase Il | Efficacia e sicurezza | Riduzione non NCT01269242
(inibitore CCL7, in pazienti dopo PCI statisticamente
di NF-xB) CCLs8 sottoposti significativa della perdita
a PCI tardiva di lume all'interno
senza effetti sugli eventi
avversi cardiovascolari
maggiori
JVS-100 CXCL12 | Insufficienza | Fase Il | Efficacia e sicurezza; | Sicurezza di un singolo NCT01643590
(plasmide a cardiaca valutazione del dosaggio endocardico,
DNA non virale) 6MWT e MLHFQ nessun miglioramento
a4 mesidi di BMWT e MLHFQ
follow-up a 4 mesi dal trattamento
ACRX-100 CXCL12 | Insufficienza | Fase | | Sicurezza, Completato, risultati NCT01082094
(plasmide a cardiaca tollerabilita ed non ancora disponibili
DNA non virale) efficacia sulla
funzione cardiaca
POL6326 CXCR4 | Infarto Fase Il | Effetto su Completato, risultati NCT01905475;
(antagonista acuto del mobilizzazione non ancora disponibili EudraCT 2012-
recettoriale) miocardico di cellule staminali, 003229-91
funzione cardiaca,
dimensione
dell’infarto e su
sicurezza e
tollerabilita
AZD5069 CXCR2 | PCl nella Fase Il | Effetto sulla funzione | In corso, risultati EudraCT 2016-
(antagonista malattia cardiaca (riserva non ancora disponibili 000775-24
recettoriale) coronarica frazionale di flusso;
funzione diastolica)
e sull’infiammazione
vascolare

FMD = dilatazione flusso-mediata dell’arteria brachiale; cfPWV = velocita dell’onda di polso carotideo-femorale; IMT = spessore intima-
media carotideo; EMP = microparticelle endoteliali circolanti; EPCs = cellule progenitrici endoteliali; PCl = intervento coronarico percutaneo;
6MWT = Six minute walking test; MLHFQ = Minnesota living heart failure questionnaire; NF-kB = Nuclear factor kappa-B.
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legame con il suo ligando chemokine (C-C
motif) ligand 2 (CCL2) anche conosciuto
come monocyte chemoattractant protein 1
(MCP1). MLN1202 ¢ stato utilizzato in
uno studio di fase II randomizzato (112 pa-
zienti), in doppio cieco, controllato verso
placebo, per analizzare l'effetto dell’inibi-
zione di CCR2 sui livelli sierici di proteina
C-reattiva. L'antagonismo CCR2 da parte
di MLN1202 ha mostrato una riduzione
dei livelli sierici di proteina C-reattiva nei
soggetti a piu alto rischio di ateroscle-
rosi (32). Tuttavia, sara necessario uno
studio di fase III per valutare l'effettiva
efficacia di MLN1202 nel ridurre eventi
cardiaci avversi maggiori. Un altro stu-
dio clinico di fase II randomizzato € stato
disegnato al fine di valutare l'effetto di
MLN1202 sull'infiammazione vascolare in
pazienti con malattia vascolare ateroscle-
rotica (malattia coronarica, arteriopatica
periferica, aterosclerosi aortica o aneuri-
sma dell’aorta addominale <5 cm, malattia
carotidea o malattia cerebrovascolare) cli-
nicamente stabile per almeno 3 mesi pri-
ma dell'inizio del trial. Il trial, tuttavia, non
¢ stato portato a conclusione (Identificati-
vo ClinicalTrials.gov: NCT02388971).
L’aterosclerosi € una complicanza co-
mune nei pazienti affetti da HIV, in parti-
colare durante il trattamento con inibitori
della proteasi virali (PI). Maraviroc (Cel-
sentri/Selzentry; Pfizer) € un farmaco
antivirale che agisce inibendo il recettore
delle chemochine infiammatorie CCRS5,
una delle proteine chiave per la penetra-
zione dell’HIV nelle cellule bersaglio. Dati
preliminari derivanti da uno studio in cui
sono stati confrontati 6 pazienti positivi
per HIV trattati con PI e maraviroc per 6
mesi con 9 pazienti arruolati retrospetti-
vamente e trattati con PI suggeriscono un
effetto protettivo del farmaco sui parame-
tri inflammatori, metabolici ed endoteliali
associati al processo di aterogenesi. Nel-

lo specifico, l'utilizzo di maraviroc é sta-
to associato a miglioramenti significativi
del profilo dei trigliceridi, dello spessore
medio-intimale carotideo e della rigidita
arteriosa, valutata misurando la velocita
di propagazione dell'onda sfigmica PWV
(pulse wave velocity, PWV), oltre ad essere
stato associato ad una significativa ridu-
zione di citochine pro-infiammatorie (IL-6
e CCL-2) e molecole di adesione solubili
(sVCAM e sICAM) (33). Questi risultati
supportano i dati ottenuti dal trial MERIT
(34) che ha dimostrato un effetto protetti-
vo del maraviroc sui danni dismetabolici
indotti dai PI e i risultati di uno studio che
ha evidenziato elevati livelli di lipoproteine
ad alta densita (HDL) e la diminuzione dei
trigliceridi plasmatici in pazienti con una
variante naturale del gene CCR5 CCR532
che si traduce in un recettore CCR5 non
funzionale (18). Recentemente ¢& stato
completato uno studio clinico randomiz-
zato che ha incluso 22 pazienti affetti da
HIV ad alto rischio cardiovascolare tratta-
ti con maraviroc (35). Il trattamento con
maraviroc ha portato a miglioramenti si-
gnificativi in diversi marcatori di rischio
cardiovascolare come disfunzione endo-
teliale, rigidita arteriosa e aterosclerosi
carotidea precoce, accompagnati da un au-
mento della capacitanza vascolare, senza
alcun effetto rilevante sull'inflammazione
sistemica (35). Dati che supportano la ne-
cessita di studi pitt ampi per testare even-
tuali effetti di maraviroc sulla prevenzione
delle patologie aterosclerotiche.

Le chemochine infiammatorie sono
coinvolte nella regolazione del processo di
restenosi (36). Gli autori di un trial rando-
mizzato di fase II (148 pazienti), in doppio
cieco, hanno valutato il potenziale terapeu-
tico di bindarit, che inibisce selettivamen-
te le chemochine CCL2, CCL7 e CCLS, nel
prevenire la restenosi nei pazienti sotto-
posti ad intervento coronarico percutaneo
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(37). Lendpoint primario era la perdita
tardiva intra-segmento (in-segment late
loss), mentre 1 principali endpoint secon-
dari erano perdita tardiva di lume interno
(in-stent late loss) e gli eventi cardiovasco-
lari avversi maggiori. Questo € stato uno
studio negativo con l'endpoint primario
non raggiunto. Tuttavia, una significativa
riduzione in-stent late loss suggerisce che
bindarit probabilmente esercita un’azio-
ne favorevole sulla parete vascolare dopo
I'angioplastica. Bindarit € stato ben tolle-
rato con un tasso di compliance superiore
al 90%.

Lo studio di fase II Stromal Cell-Derived
Factor-1 Plasmid Treatment for Patients
with Heart Failure (STOP-HF), in doppio
cieco, randomizzato, controllato verso pla-
cebo (93 pazienti), ha valutato invece la
sicurezza e l'efficacia di un singolo dosag-
gio endocardico di JVS-100 [un plasmide
di DNA non virale, codificante Stromal-
cell Derived Factor 1 (SDF-1), anche co-
nosciuto come C-X-C motif chemokine 12
(CXCL12)] al fine di migliorare le presta-
zioni cardiache in pazienti con frazione di
eiezione del ventricolo sinistro <40% (38).
Questo studio non é riuscito a dimostrare
la significativita statistica sul suo endpoint
primario, rappresentato da un composito
del test del cammino in 6 minuti (EMWT)
e della valutazione della qualita della vita
(MLHFQ) da basale a 4 mesi di follow-up.
Tuttavia, attraverso un’analisi predefinita,
lo studio STOP-HF ha dimostrato il poten-
ziale di attenuare il rimodellamento ven-
tricolare sinistro e migliorare la frazione
di eiezione nella cardiomiopatia ischemi-
ca ad alto rischio. Non sono, invece, anco-
ra disponibili i risultati di un altro studio
di fase I, non randomizzato, disegnato al
fine di valutare la sicurezza e l'efficacia
di una singola dose crescente, sommini-
strata tramite iniezione endocardica, di
ACRX-100, un plasmide di DNA non virale

progettato per esprimere transitoriamen-
te SDF-1 in 16 pazienti con cardiopatia
ischemica (Identificativo ClinicalTrials.
gov: NCT01082094). Inoltre, € stato com-
pletato uno studio clinico di fase II rando-
mizzato che esamina l'effetto di POL6326,
un antagonista di CXCR4, sulla mobiliz-
zazione cellulare, sulla funzione cardiaca
e sulla dimensione dell'infarto in 120 pa-
zienti con infarto miocardico acuto, ma i ri-
sultati non sono ancora disponibili (Identi-
ficativo ClinicalTrials.gov: NCT01905475).
Un’altra applicazione clinica oggetto di
studio € T'uso dell'imaging molecolare di
CXCR4 (il recettore specifico per SDF-1/
CXCL12) come strumento diagnostico
nell’aterosclerosi (39). Recentemente, un
farmaco con proprieta teranostiche, il pen-
tixather marcato con 177Lu o 90Y, ¢ stato
introdotto per l'endoradioterapia a base
di radionuclidi (ERT) di neoplasie ema-
tologiche che sovraesprimono CXCRA4.
Lendoradioterapia diretta da CXCR4 con
pentixather marcato in 5 pazienti con mie-
loma multiplo, ha mostrato di ridurre le
lesioni aterosclerotiche (40). Sebbene
questo studio preliminare sia caratterizza-
to da un numero molto limitato di pazienti
e un disegno retrospettivo, il targeting di
CXCR4 dovrebbe essere considerato per
applicazioni future e potrebbe aprire una
nuova opzione terapeutica per pazienti ad
alto rischio di aterosclerosi.

Un trial randomizzato controllato di
fase II in corso (Identificativo EudraCT:
2016-000775-24), si propone di valutare
se AZD5069, un antagonista di cysteine-
X-cysteine chemokine receptor 2 (CXCR2),
sia in grado di variare la riserva di flusso
coronarico in 90 pazienti con malattia co-
ronarica sottoposti a intervento coronari-
co percutaneo (41). Lendpoint secondario
di questo studio € di correlare I'inibizione
di CXCR2 all’alterazione della placca verso
placche pit stabili e ridotta restenosi.
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Discussione

Sebbene un gran numero di moleco-
le che prendono di mira le chemochine
inflammatorie ed i loro recettori siano at-
tualmente in fase di sperimentazione clini-
ca, solo poche molecole sono state appro-
vate clinicamente: I'antagonista allosterico
CCR5 maraviroc (Celsentri/Selzentry; Pfi-
zer) € approvato per il trattamento dell'HIV;
I'antagonista CXCR4 plerixafor (Genzyme
Corporation) € stato approvato per mobili-
tare le cellule staminali emopoietiche per il
trapianto autologo in pazienti con linfoma
non Hodgkin e mieloma multiplo; il mo-
gamulizumab, un anticorpo monoclonale
umanizzato anti-CXCR4, é stato approvato
per il trattamento del linfoma cutaneo a cel-
lule T (CTCL) e del linfoma leucemia dell’a-
dulto a cellule T. Non vi € dunque, ad oggi,
alcuna applicazione clinica di farmaci che
abbiano come target le chemochine infiam-
matorie ed iloro recettori per il trattamento
delle malattie cardiovascolari. Il fallimento
della maggior parte degli studi di fase II nel
raggiungere la significativita statistica e la
loro interruzione potrebbe essere dovuta
a molteplici fattori. L'espressione e la fun-
zione delle chemochine infiammatorie e
dei loro recettori sono alterate nei pazienti
con disturbi cardiovascolari e quindi capi-
re con esattezza I'espressione dei diversi
iCCR nelle diverse fasi della patologia e nei
diversi letti vascolari aiuterebbe a capire
come essi possano influenzare il trafficking
delle cellule immunitarie nell'infiammazio-
ne vascolare, nonché il loro contributo in
processi come la proliferazione cellulare, la
migrazione e I'espressione di citochine. Il
quadro é ulteriormente complicato dall’eta,
dal sesso, dall’etnia e dalle variazioni gene-
tiche, nonché dalle comorbidita con pato-
logie inflammatorie croniche come l'artrite
reumatoide che provocano una accelera-
zione dei processi aterosclerotici. Ostacoli

importanti includono la comprensione li-
mitata del signalling delle chemochine, I'e-
levata ridondanza del sistema, le differenze
tra i tipi cellulari e il legame non specifico
di antagonisti dei recettori delle chemo-
chine. Comprendere dunque la complessa
rete delle chemochine infiammatorie e dei
loro recettori, le funzioni effettrici e la re-
golazione della risposta immunitaria nella
patologia cardiovascolare € essenziale per
sviluppare future strategie terapeutiche di
SuCCesso.

Prospettive future e conclusioni

Prospettive future

Gli studi sperimentali condotti soprat-
tutto su modelli murini si sono rivelati in-
dispensabili per chiarire molti dei mecca-
nismi che guidano la biologia del sistema
chemochine infiammatorie/recettori nella
fisiopatologia dell’aterosclerosi; tuttavia,
la mancata capacita di traslare questi risul-
tati nella pratica clinica richiede ulteriori
studi sperimentali con approcci diversi che
consentano di definire il ruolo individuale
ed integrato dei singoli recettori delle che-
mochine infiammatorie nell’aterosclerosi.

Ridondanza, promiscuita nella condivi-
sione del ligando e modelli di espressione
sovrapposti che caratterizzano il network
delle chemochine infiammatorie non han-
no finora consentito una comprensione suf-
ficiente dei complessi ruoli svolti dai singo-
li recettori delle chemochine inflammatorie
e dalla loro combinazione nella regolazione
dell'infiammazione vascolare precludendo
lo sviluppo di terapie mirate. Ad esempio,
i monociti possono esprimere CCR1, 2 e
5 e CX3CR131, e quindi la delezione di un
singolo recettore compromettera, ma non
blocchera completamente, il reclutamento
dei monociti. Questo ¢ il motivo per cui i
topi deficienti di CCR2 spesso mostrano
solo un blocco parziale o ritardato nell'in-
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gresso dei monociti nei siti infiammati.
Inoltre, gli iCCR possono anche regolare la
mobilizzazione dei progenitori dal midollo
osseo, il reclutamento dal sangue periferi-
co al tessuto infiammato, il movimento e la
cinetica cellulare allinterno dei tessuti ed
esercitare funzioni non chemiotattiche (21,
30, 42, 43). Pertanto, i modelli esistenti di
animali knockout per un singolo recettore
non possono aiutarci a chiarire la comples-
sita della risposta infiammatoria guidata
da iCCR. Anche gli approcci farmacologici
sono inadeguati per tali analisi.

Per superare questi problemi, Gerard
Graham all’'Universita di Glasgow ha ge-
nerato topi con i classici recettori delle
chemochine inflammatorie CC (CCR1, 2,
3 e 5) silenziati. Il silenziamento é reversi-
bile e consente di attivare selettivamente
clascun recettore a turno, nonché in com-
binazioni selezionate. In questo modo €&
possibile valutare lo specifico ruolo svol-
to dai singoli recettori in modelli speri-
mentali di aterosclerosi. Sono stati anche
generati topi transgenici in cui i recettori
delle chemochine inflammatorie sono resi
fluorescenti (topi reporter) e che consen-
tono di studiare iz vivo come varia la loro
espressione nell'inflammazione vascolare
in modelli sperimentali di aterosclerosi.

Topi reporter iCCR (GGIREP)

Questi “topi reporter” transgenici for-
niranno le prime informazioni approfondi-
te sulle dinamiche spazio-temporali dell’e-
spressione di iCCR durante la formazione e
lo sviluppo dell’aterosclerosi sperimentale.
Questi topi reporter possiedono un BAC
(bacterial artificial chromosome) inserito
casualmente nei loro genomi che codifica
per il locus iCCR, ma i geni per gli stessi
iCCR sono stati sostituiti con geni che co-
dificano per proteine fluorescenti (CCR3-
mTagBFP2, CCR1-Clover, CCR2-mRuby2,
CR5IRFP682). Questi topi esprimono con-

temporaneamente sia i recettori delle che-
mochine infiammatorie che le specifiche
proteine fluorescenti, consentendo una va-
lutazione diretta dell’espressione tempora-
le e spaziale del recettore delle chemochine
nell'aterogenesi. Questo modello consenti-
ra di tracciare in tempo reale I'espressione
dei recettori delle chemochine infiammato-
rie nell’aterosclerosi sperimentale in diver-
si stadi e letti vascolari.

Topi null iCCR (TAKO)

In questo ceppo, l'intero cluster iCCR
sul cromosoma 9 & stato eliminato, risul-
tando in un topo iCCR KO (CCR1, CCRZ,
CCR3, CCR5 KO). I topi TAKO sono vitali
e sani e non mostrano anomalie dello svi-
luppo. In condizioni basali questi topi mo-
strano una marcata diminuzione dei mo-
nociti infiammatori circolanti (44). Cio €
prevedibile, poiché CCR2 é necessario per
il rilascio dei monociti dal midollo osseo.
Utilizzando questi topi, si € recentemente
dimostrato che la ridondanza e la specifici-
ta del recettore delle chemochine dipende
dal contesto. Gli iCCR regolano in modo
ridondante popolazioni di cellule mielomo-
nocitiche residenti nei tessuti mentre solo
CCR2 controlla il reclutamento di mono-
citi nell'infiammazione acuta (44). Questi
topi permetteranno di analizzare e definire
I'entita del reclutamento di cellule infiam-
matorie nel vaso e la formazione di atero-
ma in assenza di iCCR.

Topi che esprimono singoli iCCR

Il silenziamento di iCCR e reversibile
e consente di attivare selettivamente cia-
scun recettore a turno, nonché in com-
binazioni selezionate. In questo modo €&
possibile valutare lo specifico ruolo svolto
dai singoli recettori in modelli sperimen-
tali di aterosclerosi. A tal proposito, ¢ sta-
to “ricombinato” I'iCCR BAC murino per
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introdurre cassette di arresto 5’ affiancate
da ricombinasi a ciascun recettore. Questi
topi possono essere utilizzati per generare
topi che esprimono singoli iCCR o combi-
nazioni di iCCR (a livelli fisiologici) come
desiderato. Cio puo essere ottenuto, per
ogni iCCR, incrociando con appropriati
ceppi di delezione della linea germinale.

Conclusioni

II ruolo delle chemochine infiamma-
torie e dei loro recettori nello sviluppo e
nella progressione dell’aterosclerosi risul-
ta complesso e non completamente chia-
rito. La maggior parte delle sperimenta-
zioni cliniche ha rivelato che il targeting
di tale sistema € un approccio terapeutico
promettente in linea di principio, ma sono
ancora necessarie ulteriori indagini che ne
consentano I'approvazione clinica. Ulterio-
ri studi sui ruoli pato-fisiologici dei recet-
tori delle chemochine infiammatorie nelle
patologie cardiovascolari consentirebbe la
progettazione di agenti farmacologici mi-
gliori e pitt mirati. Attraverso l'utilizzo dei
modelli murini sopra descritti si potranno

RIASSUNTO

ottenere nuove informazioni sul contribu-
to individuale e integrato di iCCR all’in-
fiammazione vascolare e chiarire se il tar-
geting individuale oppure in combinazione
di questi recettori potrebbe rappresentare
un approccio praticabile per limitare la for-
mazione e lo sviluppo dell’aterosclerosi.
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La rete delle chemochine guida specificamente il trafficking delle cellule immunitarie sia nellomeostasi
che durante I'infiammazione. Sebbene diversi studi indicano un importante ruolo delle chemochine infiam-
matorie e dei loro recettori nella patogenesi dell’aterosclerosi, rappresentando potenzialmente interessanti
bersagli terapeutici per i disturbi aterosclerotici, non esiste un’applicazione clinica di farmaci mirati ai re-
cettori delle chemochine per il trattamento delle malattie cardiovascolari. Le chemochine infiammatorie
sono generate da qualsiasi tipo di cellula nella parete del vaso aterosclerotico e possono interagire con pit
recettori delle chemochine infiammatorie. Tuttavia, la ridondanza, la condivisione del ligando e modelli di
espressione sovrapposti caratterizzano il sistema delle chemochine infiammatorie e dei loro recettori. Di
conseguenza, abbiamo una comprensione insufficiente dei complessi ruoli svolti dai singoli recettori delle
chemochine inflammatorie e dalla loro combinazione nella regolazione dell'infiammazione vascolare, che
ha precluso lo sviluppo di terapie mirate. La maggior parte degli studi clinici sono in fase II e non mostrano
alcun risultato statisticamente significativo, alcuni di essi sono in corso o completati ma i risultati non sono
ancora disponibili. Questo articolo riassume le sperimentazioni cliniche che prendono di mira le chemo-
chine infiammatorie e i loro recettori e propone alcune strategie sperimentali che potrebbero superare la
principale barriera al loro utilizzo come terapie anti-infiammatorie nelle malattie cardiovascolari.

Parole chiave: Aterosclerosi, chemochine, test clinici, recettori delle chemochine infiammatorie, infiam-

mazione vascolare.
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