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ABSTRACT

Background | meccanismi di calcificazione vascolare sona soto parzialmente, &€ pero
sempre piu evidente il ruolo delle cellule osteogem circolanti e delle proteine della
matrice ossea non collagenosa. Nonostante le ipestbbiano un precursore mieloide e
costituiscano un'interfaccia cellulare tra emostasfiammazione e I'aterosclerosi, un loro
eventuale coinvolgimento nella modulazione delldcifteazione vascolare é stato
scarsamente studiato. In questo studio é statdatalllipotesi di rilascio di osteocalcina
(OCN) delle piastrine e la sua espressione neideigiazienti affetti da patologia occlusiva
dell'arteria carotide.

Metodi L’espressione e il rilascio di OCN sono stati edetinati mediante ELISA,
immunofluorescenza, citometria a flusso e Westéot)y hei megacariociti e nelle piastrine
umane attivate e non attivate. La co-localizzazidneOCN con aggregati piastrinici,
macrofagi, ed aree di calcificazione é stato stadia campioni di tessuto non patologico
ed in reperti di carotide da endoarterectomia.

Risultati Si & potuto evidenziare che le piastrine esprmOCN granuli® CD63-positivi.

In seguito ad l'attivazione con stimoli fisiologide piastrine rilasciano OCN nel mezzo
extracellulare. Espressione di OCN nei megacariaatiollari suggerisce una specificita
espressione nella linea differenziativa. Inoltrearombociti circolanti da pazienti con
patologia occlusiva dell'arteria carotide contergan rilasciano significativamente piu
OCN rispetto alle piastrine dei controlli sani (F00001), nonostante simili livelli sierici
della proteina. Nelle placche aterosclerotiche, maa nei tessuti normali, il segnale per
OCN risultava fortemente sovrapposto alle piastri@®41-positive nelle aree di
calcificazione precoce. Macrofagi CD68-positivi esenti OCN, erano presenti alla
periferia delle aree calcifiche.

Conclusioni Considerando il ruolo svolto dalle piastrine pebcesso aterosclerotico, il
coinvolgimento delle piastrine nel rilascio di OQ@lle lesioni aterosclerotiche, i risultati
ottenuti suggeriscono I'approfondimento dell'impattei fattori di rischio cardiovascolare

e genetici nel precondizionamento del microambiemitiollare osseo.



ABSTRACT

Background Vascular-calcification mechanisms are only péytianderstood, but the role
of circulating calcifying cells and non-collagenobsne matrix proteins in the bone-
vascular axis is emerging. Despite platelets remtesa cellular interface between
hemostasis, inflammation and atherosclerosis ave laamyeloid precursor, a possible
involvement in the modulation of vascular calcifioa has been scarcely investigated. We
investigated the hypothesis of OC platelet releaskits expression in patients with carotid
artery occlusive disease.

Methods: Expression and release of OC were determined bystéffe blot,
immunofluorescence, FACS, and ELISA in human rgstamd activated platelets and
megakaryocytes. Co-localization of platelet aggrega macrophages, OC, and
calcifications was studied in carotid endoartenegt@pecimens and in normal tissues.
Results:We found that platelets express OC and co-locakith CD63 in d-granules.
Upon activation with an endogenous mechanism, Iplateelease OC in the extracellular
medium. Expression of OC in megakaryocytes suggasbmeage specificity. Human
platelets contain and release OC in circulatinggdés were significantly higher in patients
with carotid artery occlusive disease than in hwattontrols (P<0.0001), despite similar
serum levels. In atherosclerotic plaques but natarmal tissues OC strongly overlapped
with CD41+ platelets in the early stage of calefion. CD68+0OC+ cells were present at
the periphery of the calcified zon@onclusionsGiven the active role played by platelets in
the atherosclerotic process, the involvement ofr€l€ase from platelets in atherosclerotic
lesions and the impact of genetic and cardiovascigla factors in mediating bone-marrow
preconditioning should be investigated further.



INDRODUZIONE

L’aterosclerosi € una malattia infiammatoria crenitelle arterie di grande e medio
calibro e rappresenta una fra le prime cause diemoei paesi industrializzatSfoner,
2013. Anatomicamente la lesione caratteristica dedfasclerosi &€ I'ateroma o placca
aterosclerotica, ossia un ispessimento della toidgaa del vaso dovuto principalmente
all'accumulo di materiale lipidico e a proliferamm® del tessuto connettivo. L'insorgenza
delle placche si verifica preferenzialmente in akwegioni del circolo con manifestazioni
cliniche diverse a seconda del letto vascolareitolpe lesioni evolvono nel tempo,
iniziando dalle strie lipidiche per poi divenirelldevere e proprie placche aterosclerotiche.
Queste nelle fasi avanzate possono restringeneng larterioso provocando stenosi, oppure
ulcerarsi e complicarsi con una trombosi sovragpgsdrtarando ad una occlusione
dell’'arteria.

Studi epidemiologici negli ultimi 50 anni, hannoidanziato il coinvolgimento di
numerosi fattori di rischio nel processo aterostleo, tra i quali I'ereditarieta si e
dimostrata essere incidente per quasi il 50% dsi. &all’'altra parte, studi eseguiti su
popolazioni migratorie, hanno chiaramente eviddoziacoinvolgimento di alcuni fattori
ambientali nell'incidenza della malattia, noti cofagori di rischio cardiovascolare (CRF)
ed identificabili nel: diabete mellito, ipertenseripercolesterolemia, obesita e stile di vita
(fumo, inattivita fisica, abitudini alimentari).isis, 200()

Il processo aterogenetico, la formazione delle gilace la loro evoluzione
degenerativa, sono un fenomeno estremamente caupéegnultifattoriale non ancora
completamente chiarito, all'interno del quale |afdnzione delle cellule endoteliali, su
base inflammatoria, sembra rappresentare I'eveo&tesante di prioritaria importanza
[Brevetti, 2008

L’ENDOTELIO

Le cellule endoteliali, elementi essenziali dellargte dei vasi sanguigni, sono
cellule poligonali estremamente appiattite ed aate. Sono caratterizzate dalla presenza
nel loro citoplasma di numerose vescicole di pitustie di organelli specializzati, i corpi
di Weibel-Palade, rivestiti da membrana e conterkfdttore VIII della coagulazione di

von Willebrand (VWF) Young, 200L Tali cellule sono strettamente connesse le Ulee a
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altre da complessi giunzionali a formare uno steagolo e continuo chiamato endotelio

0, unitamente alla membrana basale, tonaca infi$so riveste I'intero sistema vascolare e

Ja sua integrita strutturale e funzionale, & fondatale per il mantenimento del’'omeostasi

della parete vasale e della normale circolazi@ahden, 2006

L'endotelio vascolare € un tessuto versatile e ifoaltionale, considerato un vero e

proprio organo endocrino con molte proprietd sicbet e metaboliche, partecipe

attivamente delle interazioni tra sangue e tessaticondizioni di integrita strutturale,

I'endotelio svolge numerose funzioni:

1.

una barriera altamente selettiva rispetto al pagsatglle sostanze circolanti contenute
nel torrente ematico, sia per la presenza di gamzintercellulari normalmente
impermeabili alle grandi molecole quali le proteplasmatiche, sia perché la capacita
di sintesi del collagene e proteoglicani per il tearmento della membrana basale
[Kim, 2009;

mantiene I'equilibrio emostatico intravascolarezigaalle sue proprieta anticoagulanti e
fibrinolitiche, dovute all’elaborazione di molecajeali prostaciclina e trombomodulina
[Gkaliagkousi, 201]J1

contribuisce in modo determinante alla regolazidaktono vasale in quanto produce
sostanze ad azione vasodilatante (come l'ossidicaitNO) e sostanze ad azione
vasocostrittrice (angiotensina Il, endotelina), e¢hecondizioni fisiologiche sono in
equilibrio fra loro. L'NO esercita anche un ruoloofettivo nei confronti della parete
vasale, inibendo la proliferazione e la migraziomelle cellule muscolari lisce,
'aggregazione piastrinica, I'adesione dei monociticolanti, modulando quindi la
flogosi e l'ossidazione. Per contro le sostanzeaatbne vasocostrittrice, oltre a
determinare lo spasmo vasale, sono in grado di gpogare inflammazione e danno
vascolareyan Hinsbergh, 2012

produce citochine modulanti la reazione infiammatacuta, tra cui le IL-1, IL-6 e IL-
8 ed esprime sulla superficie luminale numeroseeowdé di adesione cellulare quali:
VCAM-1, ICAM, E-selectina, P-selectin&l{irsting, 2012,

regola la crescita cellulare mediante la produzidnéattori stimolanti (PDGF, CSF,
FGF) e di fattori inibenti (eparina, TGH- [Pozzati, 2004; Schoen, 2006; Young, 3001



In tutte le condizioni nelle quali le sostanze aibme vasocostrittrice prevalgono con i
propri effetti lesivi sulle sostanze ad azione wiistante, si verifica la condizione di
“disfunzione endoteliale”, definita come un fenatiplterato delle cellule dell’endotelio
vascolare, associata a compromissione della vatigidaed alterazione della superficie
cellulare, verso un’attivita trombogenica o anommahte adesiva nei confronti delle cellule
inflammatorie e dei trombocitifheilmeier, 200R

Tutto cio e responsabile, almeno in parte, delésco dei fenomeni di trombosi,
aterosclerosi e delle lesioni vascolari tipicamexggociate ai CRF quali I'ipertensione ed il

diabete.

BASI INFIAMMATORIE DELLA DISFUNZIONE ENDOTELIALE

Lo stato metabolico alterato che tipicamente sb@asai classici fattori di rischio
cardiovascolare, in particolare l'iperglicemia d@ la dislipidemia e I'insulino resistenza,
e in grado di indurre una disfunzione a livello distema vascolare arterioso inizialmente a
livello delle le cellule endoteliali e coinvolgendaccessivamente i leucociti infiammatori e
le piastrine. In particolare, Iiperglicemia porda una progressiva inibizione del sistema
NO-sintasi endoteliale (eNOS), inducendo precocéenaum’alterata vasodilatazione
endotelio-dipendente, mediata dall'ossido nitribtD] [Nakagami, 200b L'aumento dei
livelli ematici di glucosio e inoltre in grado drqvocare, sempre a livello endoteliale, un
aumento nella produzione di specie reattive ddlgeno (ROS)Giacco, 201() fenomeno
ulteriormente sostenuto dal rilascio di acidi grddgseri in eccesso dal tessuto adiposo,
attraverso I'attivazione della protein chiansi &K ed inibizione della fostatidilinositolo-
3-chinasi (PI3K) Tripathy, 2003 Tali eventi convergono verso una aumentata [iome
di sostanze vasocostrittrici a livello endoteliatgjali I' endotelina-1, i prostanoidi ed
'angiotensina 1l Pe Vriese, 2000 nonche verso la formazione di prodotti di
perossidazione lipidica. L’inibizione degli stimolWasodilatanti, unito al perdurare
dell'insulino resistenza, l'iperglicemia, l'ipercedterolemia e le lipoproteine modificate,
determinano una generale attivazione delle cel@rdoteliali verso un fenotipo prono
all’adesione delle cellule infammatorie. Si assisbfatti allaumentata espressione di
molecole di adesione, quali la P-selectina e vasadll adhesion molecole-1 (VCAM-1),
cosi come il rilascio fattori chemiotattici, traguiali il monocyte chemoattractant protein-1

(MCP-1), che mediano il reclutamento di monocitilirgociti circolanti, favorendo la
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migrazione e la diapedesi di questi ultimi adelemdlotelio, [Tai , 2002 Katsume , 2011,
Vladykovskaya, 20121 monociti aderenti alle cellule endoteliali vanincontro ad up-
regolazione e rilascio di metalloproteasi di membr@ (MMP9), promuovendo la
successiva infiltrazione di leucociti attraversostoato endoteliale e la membrana basale
[Reel, 2011l All'interno dell'intima inflammata, ed in seguital rilascio del Granulocyte-
Macrophage-Colony Stimulating Factor (GM-CSF) dateali quest'ultima, i monaociti
sottostanno ad un processo di maturazione cheria @o macrofagi attivatiTlakahashi,
200]. Parallelamente, i macrofagi manifestano un’auie@nl’esposizione in superficie
dei recettori scavenger, che favoriscono I'endacito I'accumulo di esteri di colesterolo
nel citoplasma e la conseguente trasformazione notrofago in cellula schiumosa
[Takahashi, 2001 | macrofagi vanno inoltre incontro a proliferame e conseguente
amplificazione della risposta inflammatoria medeanlt rilascio delle citochine: tumor
necrosis factor (TNFo) ed interleuchina [ (IL1B). L’accumulo localizzato di cellule
schiumose nell'intima determina la formazione ddllaia lipidica che caratterizza la
lesione precoce dell'aterosclerosi.

Nelle fasi precoci dell’aterogenesi, un ruolo intpate assume la sottopopolazione
dei linfociti T-CD4+, reattivo verso antigeni assicalle LDL ossidate e prodotti di per
perossidazione lipidica. Queste cellule amplificafiattivita infiammatoria locale
producendo citochine proinfiammatorie quali intesfey (IFN-y) e il ligando del CD40
(CD40L), contribuendo al perpetrarsi dei fenomenfiammatorio ed alla progressione
della lesione ateromasic&/prd, 2009. Dall’altro lato, la patologia diabetica amplificutti
questi processi patologici. Infatti I'iperglicemiattraverso la diminuzione del NO,
'aumento dello stress ossidativo e lattivazions cecettore per i prodotti finali della
glicazione avanzata (AGE), determina |'attivazialet fattore di trascrizione nucleaB e
dell’'attivatore della proteina 1. Questi fattorgodano I'espressione di geni che codificano
per un vasto numero di mediatori dell’aterogenesiligad esempio, la gia citate molecole
di adesione endoteliali, MCP-1 e mediatori proimimatori TNFe ed IL1 [Takahashi,
2001].

Ruolo delle piastrine
Precedentemente considerato come un sistema imdipgn € oggi noto che il

sistema emostatico € un determinante crucialeim@immazione endoteliale, aterogenesi
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e aterotrombosi Groce, 2007; Borissoff, 2011 Dati sperimentali ottenuti da modelli
animali dimostrano come linfusione cronica di piee attivate in topi dislipidemici
provochi una recrudescenza del fenomeno atero$iclerf@sawaz, 200B Inoltre, in topi
transgenici caratterizzati da accelerata aterassileil trattamento farmacologico con
antagonisti del recettore per 'ADP €& in gradoidurre drasticamente le dimensioni delle
placche, cosi come indurne la stabilizzazione atenelo, in proporzione, il numero delle
placche fibroseAfek, 2008 Infine, grazie a tecniche di microscopia inttaie in modelli
murini dislipidemici, e stato possibile evidenziarea precoce adesione delle piastrine
attivate nelle sedi di lesioni endoteliali primaeclgueste divengano anatomicamente
evidenti [Theilmeier, 200R

Le piastrine rappresentano un'interfaccia cellulaee 'emostasi e aterosclerosi,
anche a causa del loro ruolo nell'infliammazionéraferso le interazioni che coinvolgono
la P-Selectina, VWF, la glicoproteinaalbe le integrine33, le piastrine aderiscono
all'endotelio attivato secernendo mediatori coitiveél processo aterogenico, tra le quali
citochine, chemochine, fattori di crescita, molecdi adesione e fattori della coagulazione
[Coppinger, 200% Infatti, alcune prostaglandine prodotte dal ctespo delle ciclo-
ossigenasi piastrinico sono in grado di modulan¢oté fenomeni trombotici quanto quelli
inflammatori. D’altro canto la trombina, principgbeoteina mediatrice della coagulazione,
puo indurre l'espressione di citochine proinfianonat da parte dalle cellule muscolari
liscie vascolari e quelle endoteliali. Le piastrstesse, quando attivate, possono rilasciare
citochine proinfiammatorie conservate al loro intenonché esporre sulla loro superficie
un potente stimolo proinfiammatorio: il ligando d€ED40 (CD154). E’ stato inoltre
dimostrato che le piastrine possono rilasciareltro enediatore dell’infiammazione come
la mieloid-related protein (MRP) -8/14¢aly, 200§ MRP-8/14 e in grado di interagire
con il toll-like receptor-4 (TLR4), attivando l'imumita innata tipicamente correlata a
questo recettoré/ogl, 2007 inducendo, ad esempio, I'apoptosi delle celluldaeliali: un
processo implicato nella trombosi associata alécgad VViemann, 2007 Considerato |l
ruolo chiave ne processo aterogenetico, questa colaleetero-dimerica viene o0ggi
utilizzata come un biomarker per eventi cardiovésctusia in pazienti con pregressa
sindromi coronariche acute sia in popolazioni dygiti apparentemente samidrrow,
2008§.



PROGRESSIONE DEGENERATIVA DELLA PLACCA ATEROSCLERO TICA

Formazione della placca fibrosa

Se l'accumulo delle cellule schiumose a livello I'delma caratterizza la
formazione della stria lipidica, la deposizione tdssuto fibroso caratterizza la lesione
aterosclerotica piu avanzata. Le cellule muscolesce sintetizzano la matrice
extracellulare, determinando I'evoluzione dellacpk in risposta a vari fattori prodotti dai
macrofagi, dalle cellule endoteliali e dalle piasdy le cellule muscolari lisce migrano dalla
tonaca media all'intima mediante la degradaziorla deatrice extracellulare favorita dal
rilascio di MMP-9 e altre proteaslyemere, 2006 Una volta all'interno dell’intima, le
cellule muscolari lisce proliferano sotto lo stimadlei fattori di crescita rilasciati dalle
componenti del vaso inflammato, producendo protdila matrice extracellulare. Questo
processo causa l'evoluzione della lesione ateraraascca in lipidi a placca fibrotica e
infine calcifica, associata a stenosi del vaerie, 2008

Oltre ad amplificare l'effetto dei fattori pro-atgenetici, il diabete promuove
I'instabilita di placca e le relative conseguenlipiche. Le citochine prodotte dalle cellule
endoteliali sotto lo stimolo iperglicemico, detenano la diminuzione della sintesi de novo
del collagene da parte delle cellule muscolareliso queste ultime si assiste all’attivazione
del sistema mediato da PKC, recettore per gli A&itdattore di trascrizione nucleax8,
cosi come precedentemente descritto per le cedhdioteliali, che ha come conseguenza
'aumentata produzione di MMP. Il risultato é leldolimento e potenziale rottura del
cappuccio fibroso ricco di collagene. Tali lesiatéromasiche instabili, causa di trombosi
potenzialmente fatali, sono caratterizzate da umema ridotto di cellule muscolari lisce
[Libby 2001, come evidenziato da recenti studi riportanti onimumero di questa

componente cellulare nei pazienti diabetici rigpaitcontrolli Fukumoto 200D

Il processo di calcificazione vascolare

Il processo di calcificazione vascolare e defitone una deposizione di calcio e
fosfato all'interno della tonaca vascolare mediar Pholto tempo si € pensato che le
calcificazioni vascolari fossero un processo esehusente passivo, dovuto alla semplice
precipitazione di calcio e fosfato. Tuttavia recesttidi hanno messo in evidenza come lo

sviluppo delle lesioni calcifiche sia in realta processo attivo, simile all'osteogenesi. Essa
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infatti procede attraverso meccanismi attivi celfolediati che coinvolgono l'induzione
dell'osteogenesi e la perdita degli inibitori dehaineralizzazione $teitz et al, 2001
culminanto con la deposizione di matrice extradatkie proteine della matrice ossea da
parte di cellule con fenotipo simile agli osteokldSteitz et al, 2001; Jono et al, 2006;
Johnson et al, 20Q6

In particolare, la calcificazione vascolare & Buttato di una serie di processi
sequenziali non ancora completamente chiariti, dera quali prendono parte molte
popolazioni cellulari residenti nella parete des@& circolanti nel torrente sanguigdoro
et al, 2006 .

Cellule residenti nella parete del vaso.

E’ stato dimostrato sperimentalmente che alcunduleelvascolari di origine
mesenchimale quali: cellule muscolari lisce, miafidasti e periciti microvascolari,
possono subire una differenziazione osteogenicsfotraandosi in cellule simili agli
osteoblasti in seguito agli stessi stimoli crombe sottendono ai CRF. Tali cellule vanno
incontro ad una progressiva perdita dei caratterisharcatori fenotipici originali e
sviluppano caratteristiche tipiche degli osteollasbminciando ad esprimere proteine
associate all'osso quali osteocalcina, osteoponfosdatasi alcalina, etc. Le popolazioni
cellulari principalmente coinvolte nel processalifierenziazione osteobalstica sono:

cellule vascolari muscolari lisce (VSMCsYotto diversi stimoli quali: lo stress

ossidativo, cambiamenti nei livelli di pirofosfatextracellulare e l'aumento
dell'espressione delle proteine morfogenetiche’atdb (BMPs), queste cellule
possono differenziare in senso osteogenico.

Le BMPs appartengono alla famiglia delle proteirensgforming growth factof-
(TGF{3) e rappresentano importanti mediatori della ciglg#ione vascolare. In
particolare, BMP-2 & in grado di indurre I'up-regmibne di fattori di trascrizione
pro-osteogenici come core-binding factor alphalfgCpe Osterix. Infatti Cbfal, in
associazione ad Osterix, € in grado di controll&spressione di diverse proteine
della differenziazione osteoblastica (osteocalcoséeopontina, Collagene di tipo |,
etc.) [Steiz et al, 20Q1Johnson et al, 20Q6 Fattori quali lo stress ossidativi,
possono indirizzare le VSMCs verso il fenotipo obtastico stimolando

I'espressione di BMP-2 e di conseguenza di Cbfal.
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Studi su modellin vitro hanno dimostrato che elevate concentrazioni extuae

di fosfato e calcio sono in grado di stimolare ifiedenziazione osteogenica delle
VSMCs in modo sinergico ed indipenderf@aifzaneh-Far and Shanahan, 200k
tali cellule infatti, le elevate concentrazionifdsfato stimolano 'uptake del fosfato
stesso mediante un processo attivo mediato da, lit-To-trasportatore di fosfato
sodio dipendente, la cui espressione € up-regotitle elevate concentrazioni di
calcio [Shanahan, 20Q5Successivamente, da un lato il fosfato tendeeaipitare
con il calcio, dall’altro induce in maniera direttaspressione di CbfalGiachelli,
2003. Infine, elevati livelli di calcio e fosfato semano in grado di indurr@ vitro

la capacita delle VSMCs di rilasciare simili vest&di matrice o corpi apoptotici
[Farzaneh-Far, 200bche agirebbero come sito iniziale per la crigtalzione in
apatite assumendo attivamente calcio e fosfattadadiente circostantd’roudfoot,
2000; Farzaneh-Far, 20Q5

Periciti. Queste cellule, strettamente associate all’endotiila microvascolatura,
sono considerate dei progenitori mesenchimali exgidTilton, 1993 con capacita
di differenziare in osteoblasti e condrocibdherty and Canfield, 1999 Nel
processo di calcificazione vascolare i periciti g® essere attivatn situ e
rilasciando noduli contenenti collagene di tip@steopontina, matrix gla-protein e
osteocalcina Abedin et al, 2004 Alternativamente, durante il processo di
neoangiogenesi vascolare che si associa alla icaldibne, si assiste alla
migrazione dei periciti all'interno del vaso doviferenziano in senso osteoblastico
o rivestono il ruolo di trasportatori passivi dilloke osteoprogenitrici circolanti
[Johnson et al, 2006

Cellule circolanti

Se la disfunzione endoteliale rappresenta I'elemgmiti precoce nello sviluppo

dell'aterosclerosi e patologie correlate, la rige@®ne endoteliale appare essere di

fondamentale importanza per il mantenimento delt&ibne cardiovascolar&pdemann,

2004. In quest’ambito, le cellule endoteliali maturetehgono un ruolo inferiore a causa

del loro scarso potenziale rigenerativ@aplan, 1978 Al contrario, le teorie piu recenti

vedono l'evoluzione del processo aterosclerotica, esso degenerativo o rigenerativo,
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come il risultato della partecipazione di popolazieterogenee di cellule progenitrici
circolanti, attive nel processo neovascolarizzazisotteso dalla placca vascolarafii S,
2003. E’ infatti noto come un’intensa attivita angiogea caratterizzi le lesioni attive, in
particolare nelle zone di calcificazione dove siste alla formazione di vasi neoformati tra
tonaca media e neointimgdmat, 1987. In quest’ambito, di fondamentale importanza é |l
ruolo delle cellule progenitrici endoteliali (EPQ@jrcolanti (Figura 2). Esse infatti,
risiedendo essenzialmente nel midollo osseo, vemgaobilizzate nel torrente ematico in
risposta a lesioni vascolari e contribuiscono afi@nerazione vascolare insediandosi nella
lesione e differenziandosi in cellule endoteliaitore Asahara, 1997Rafii S, 200

Oltre alle EPC, nel midollo osseo risiedono numerakire popolazioni di cellule
progenitrici con fenotipo mesenchimale capaci dedaigine ad un ampio spettro di tessuti
connettivi pienamente differenziati, tra i quali gkteoblasti [Friedenstein, 1968; Long,
1990; Long, 199b L’isolamento di cellule circolanti, di origine idollare, con
caratteristiche funzionali pre-osteoblastico &€ amante documentato in letteratura, seppur
non esista un punto di vista univoco sulle caristiehe fenotipiche di origine. Infatti le
cellule midollari umane CD34-positive, originariame considerate esclusivamente
progenitrici della linea ematopoietico-endotelialppssono differenziare in cellule
osteoblastiche capaci di formare noduli di mineerionen vitro [Chen, 1997 Eghbali-
Fatourechi, 2005; Eghbali-Fatourechi, 2007Allo stesso modo, il 20% delle cellule
CD34-positive isolate del sangue periferico umargprime RNA messaggero per
osteocalcina (OCN), una tipica proteina della roatextracellulare osse&ipers, 2000
Matsumoto, 2006 Recenti evidenze ascrivono alle cellule progenitcircolanti che
esprimono sulla loro superficie OCN, un ruolo attigella patogenesi e progressione
dell’aterosclerosi. Gossl e collaboratori hanno uipentato come cellule EPC OCN-
positive circolanti, caratterizzate immunofenotgitente per I'espressione dei marker
CD34, CD133, KDR ed OCN ed in grado di dare origineoduli di mineralizzazione in
vitro, siano significativamente piu rappresentatéyello ematico, in soggetti con gradi piu
severi di aterosclerosi coronaridadssl, 2008 Analogamente, studi condotti dal nostro
gruppo hanno documentato livelli ematici di cell#®C OCN-positive circolanti piu
elevati, rispetto ai soggetti di controllo, nei jgati affetti da disfunzione erettile e in quelli
caratterizzati da ipogonadismo-ipogonadotropo, dwadizioni cliniche intimamente

correlate alle fasi piu precoci della disfunziomel@teliale ed aterogenestdresta, 2009;
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Foresta, 201D Inoltre in un recentissimo studio di Fadini dlaboratori, & stata isolata

una popolazione di cellule mieloidi calcificanti Q&s) positive per OCN e per fosfatasi
alcalina ossea (BAP). | livelli di MCC si rivelavaupiu elevati nel sangue periferico e nel
midollo osseo di pazienti con diabete di tipo Deito ai controlli; tale condizione veniva
ridotta in regime controllo glicemicd-fdini, 201]. Infine, lo studio istologico di placche

carotidee da soggetti diabetici ha evidenziataulgito grado di calcificazione laddove piu
elevato risultava I'insediamento di cellule espnitn®©CN e BAP, in colocalizzazione con

il marker macrofagicico CD68pdini, 2011.

SCOPO DELLA TESI
L’evoluzione in senso rigenerativo o degenerativaugia placca aterosclerotica appare
quindi il risultato di un bilancio tra fattori celari e biochimici che alterano il
microambiente della parete del vaso, modulandadto snfiammatorio che ha innescato
I'intero processo. Recenti evidenze attribuiscolie piastrine un coinvolgimento nella
progressione calcifica della placca. E’ infattimabhe le piastrine, una volta attivate, siano
in grado di rilasciare osteonectina: una proteiadadmatrice cellulare ossea riscontrabile
nelle lesioni calcifiche $tenner, 1986 Inoltre il fattore piastrinico 4 (PF4), una
chemochina con ruolo pro-atherogenico rilasciatée gaastrine attivate, € stato rinvenuto
nel citoplasma delle cellule endoteliali, nei mdagd e nelle aree di calcificazione della
placca ateromasica. Il grado di deposizione di PBpgpare significativamente e
positivamente correlato alla severita della lesimascolare Ritsilos, 2003 Infine, il
rinvenimento di OCN in corrispondenza di depodifilatina 1l nella placca calcifica e non
associato ad alcuna componente cellulare specsiiggyerisce che questa proteina derivi da
componenti ematiche quali il plasma o le piastfBiai, 1999.

Sotto l'ipotesi che le piastrine possano esprin@@N, lo scopo di questa tesi di
dottorato € lo studio del rilascio di OCN dellegtiane e la sua espressione nei pazienti con

malattia occlusiva dell'arteria carotide.
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MATERIALI E METODI

Soggetti e preparazione dei campioni.

Tutti i pazienti hanno sottoscritto il consensoommhato per la partecipazione allo
studio, approvato dal comitato etico locale e pzalio secondo i principi della
dichiarazione di Helsinki. | campioni di piastrinenane isolate da sangue periferico per i
saggi di Western blot, immunofluorescenza ed ELISIA,in condizione di riposo e dopo
I'attivazione, sono stati ottenuti da dieci volon{@ette maschi, tre femmine; eta media
36.3+£3.9 anni) con anamnesi medica e chirurgica nlemante. | partecipanti sono stati
arruolati in modo consecutivo.

| donatori sono stati sottoposti a prelievo di sengeriferico (7 mL) in provette
contenenti citrato trisodico 3,8% (Becton Dickinsdvilano, Italia). Il plasma ricco di
piastrine (PRP) é stato ottenuto dopo centrifugezia 160 g per 10 min a temperatura
ambiente.

I campioni di biopsia del midollo osseo umano da piazienti caratterizzati da
trombocitopenia autoimmune, esenti da coinvolgimetdl midollo osseo e da trattamento
farmacologico con antiaggreganti piastrinici o oningteroidei, sono stati usati come
reperti di controllo per gli studi di immunofluocEnza.

I campioni di arteria carotidea, e corrispondemélipvi di sangue periferico, sono
stati prelevati da 19 pazienti di sesso maschflgtapatologia occlusiva dei tronchi sovra-
aortici, candidati a trattamento chirurgico di eaderectomia presso il dipartimento di
Scienze Chirurgiche Vascolari e Toraciche dellaniCd Universitaria di Padova
(caratteristiche cliniche nella tabella 1). 28 ssijgmaschi volontari con non rilevante
anamnesi medica e chirurgica, sono stati arructatie soggetti di controllo (caratteristiche
cliniche nella tabella S1). | criteri di esclusiogr@no: il genere femminile, infezioni in fase
acuta, tumori maligni. Il diabete/alterata tollezaral glucosio e stata definita secondo i
criteri ADA [American Diabetes, 2010 L'ipercolesterolemia, ipertensione e obesita
viscerale venivano definiti secondo parametri clinianamnesi/analisi serologica e
farmacologica. Nel gruppo di controllo, le patolgcerebrovascolari concomitanti
venivano escluse in base all'assenza di storiatds,i attacco ischemico transitorio, o

assenza di stenosi carotidea superiore al 30%sidzmgrafica.
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Colture cellulari

Le cellule MEG-01 sono state coltivate in plastigiee coltura standard, in terreno
RPMI 1640 (ATCC, Manassas, VA), supplementato cd?%1FBS, in ambiente
termostatato a 37 ° C, umidificato e al 5% diCOve necessario, le cellule sono state
coltivate in vetrini sterili con camere da 8 potizdt'ambiente ipossico € stato realizzato
mediante il sistema AnaeroGen (Oxoid Ldt) che impiesequestranti dell’ossigeno in
contenitori ermetici Potier, 2007 e protratto per 72h. Campioni coltivati in condiz
standard per il medesimo lasso di tempo, sono stéitizati come controllo. Al termine
dello stimolo ipossico, le cellule sono state rdtecper I'analisi di espressione genica,
proteica (si veda la sezione guantificazione dellosteocalciipn e per

'immunofluorescenza.

Real-Time PCR

L’'RNA totale e stato isolato dalle cellule coltieaton il kit RNeasy Mini (Qiagen,
Milano, Italia) e utilizzato per la sintesi deldirstrand cDNA mediante I'impiego della
trascrittasi inversa Supercrtipt 11l (Invitrogen,il&ho, Italia) secondo le istruzioni del
produttore. la Real-Time PCR quantitativa & statageita come descritto in precedenza
[Ferlin, 201Q. | set di coppie di primer (introne spanning)lintiati per quantificare il
livello di espressione del mRNA @actina (gene housekeeping) ed OCN, tramite PCR
quantitativa in real time con SYBR Green (Appliedb®/stems, Milano, Italia) sono
dettagliati in tabella 2. | dati sono stati normaéti per il gene housekeeping. | risultati

sono riportati come media di tre diversi esperimiagipendenti eseguiti in triplice copia.

Quantificazione dell’'osteocalcina

Livelli serici di OCN, il contenuto di OCN delle gstrine e cellule MEG-01 dopo
estrazione della proteina (si veda la sezioestern bld) e la quantificazione del rilascio
OCN nel surnatante dopo attivazione piastrinicaosstati valutati mediante kit ELISA

(Takara, Basilea, Svizzera) secondo le istruziehpdoduttore.
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Preparazione delle piastrine

Per il saggio di western blot, il pellet di pias&ida ogni campione ematico e stato
preparato dal corrispondente PRP addizionato EDBA/R% 1:5 (vol/vol), per impedire
I'attivazione piastrinica spontanea, stato lavati tampone Tyrode. Ove necessario,
I'attivazione piastrinica e stata ulteriormente dddata mediante I'uso di apyrase (Sigma
Aldrich, Milano, Italia) ad una concentrazione tllAmL.

Per gli esperimenti di attivazione di piastrinePRP trattato con citrato-destrosio
(ACD) e apyrase (2 Ul/ml), e stato centrifugato @0 giri/min per 7 min in assenza di
freno. Il pellet di piastrine e stato poi lavatsmdampone Tyrode a pH 6,3 e centrifugato
una seconda volta nelle stesse condizioni. Il pallestato quindi risospeso in Tyrode
tampone pH 7.2, addizionato di con Mg@nM e CaCl 200 mM. Per ciascun pellet
lavato, sono state realizzate tre aliquote dellaligwna é stata impiegata come un
campione di riposo, le altre due sono state ad#ivé@pettivamente con Ca-ionoforo
(A23187, Fluka, Milano, Italia), ad una concentoas finale di 20 pmol/L, e collagene 2
png/ml, per 30 min con agitazione continua a tentpesiaambiente. | campioni sono stati
infine centrifugati alla massima velocita per raglere i pellets e i supernatanti per i
dosaggi ELISA. Prima della centrifugazione, unguwita di piastrine attivate e non attivate
sono state fissate in PFA/PBS 2%, risospese indamjyrode e strisciate su vetrini per
microscopia SuperFrost®Plus (Menzel-Glaser, Brawwed, Germania) per il saggio di

immunofluorescenza.

Citometria a flusso

L’Attivazione piastrinica & stata valutata mediadtspressione del marcatore
CD62-P (P-Selectina) dopo il trattamento di campamn ADP (0.1 mmol/L), impiegato
come attivatore piastrinico di riferimento. L’a@®one con collagene-2 induceva una
rapida formazione di coagulo piastrinico, incomipigei con I'analisi di citometria a flusso.
In breve, le piastrine risospese in tampone Tyredeo state incubate con anticorpo
monoclonale anti-CD62-P PE-coniugato (1:50; BD Biesces, San Jose, CA, USA) per
15 min a temperatura ambiente e al riparo dalle Hicetta. 1l controllo negativo, dove le
piastrine sono state incubate con anticorpo antisedgGl1 isotipico PE-coniugato (BD
Biosciences) alla stessa diluizione finale, é stailtzzato per impostare la fluorescenza di

fondo. Infine, i campioni sono stati analizzati corcitofluorimetro FACScan (BD
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Biosciences), acquisendo 50.000 eventi nella regiomorfologicamente attribuibile alle
piastrine. Il valore di intensita di fluorescenzdtendente il 99° percentile della curva di
controllo non attivato, €& stato considerato comeyligo per la quantificazione

dell'attivazione di piastrine.

Saggio di binding

Il pellet piastrinico non attivato & stato risogpes tampone di binding (50 mM
TrisHCI [pH 7.4], 10 mM MgCI2, 0,1 mM EDTA e 0,1%33) per 15 min e incubate per 1
ora in presenza di osteocalcina biotinilata. Pamdlisi della spiazzamento, é stato aggiunto
un eccesso di osteocalcina non marcata pari a blt@ la concentrazione di OCN
biotinilata. Dopo tre lavaggi in PBS freddo, i camp sono stati incubati con
streptavidina-FITC (Sigma Aldrich) per 15 min a fermatura ambiente. Come controlli
negativi sono state impiegate piastrine incubate stoeptavidina-FITC. Campioni sono

stati poi valutati con FACScan flowcytometer (BDoBeiences).

Marcatura con mepacrina

La marcatura con mepacrina (Quinacrine; Sigma Ctem)iSt. Louis, MO, USA) e
stata eseguita ad una concentrazione finale di®5al buio per 30 minuti a 37 ° C. Per
ogni campione marcato, una aliquota e stata mataerifredda” per misurare
l'autofluorescenza. Le piastrine positive alla ratua con mepacrina sono state
considerate come aventi un’intensita di fluoreseesuperiore al 99° percentile della curva
di controllo non marcato. Attivazione e stata itdgier incubazione con Ca-ionoforo, ad
una concentrazione finale di 20 pmol/L per 20 mitermperatura ambiente al buio, ed é
stata successivamente valutato il decadimento tleleescenza verde mediante citometria
di flusso.

Western blot

L’Estrazione delle proteine dal pellet piastrinioon attivato, &€ stata eseguito
mediante procedura fisica (cicli di congelamentorgelamento in azoto liquido, seguita
da bagno in acqua a 37 ° C) in buffer di lisi (Ra€d, Hercules, CA USA) contenente un
inibitore delle proteasi. Campioni sono stati pendturati con SDS e [Zmercaptoetanolo,

sottoposti a bollitura per 10 min e frazionato naetie elettroforesi su gel SDS-PAGE (Bio-
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Rad). Come un campione di riferimento e stato iggte una libreria commerciale da
tessuto osseo (Abcam, Cambridge, UK). Dopo trasfamto su membrana in nitrocellulosa
Hybond ECL (Perkin Elmer, Waltham, MA, USA) e saizione con latte scremato al 5%
in PBS-Tween 20 allo 0,1% (Bio-Rad), le membrameosstate incubate overnight a 4 ° C
con anticorpo muse anti-human OC (sc-74495; Sania Biotechnology, Santa Cruz, CA,

USA) 1:200 diluito in tampone PBS-Tween 20 allo 99,1e latte scremato al 5%.

L'immuno-reazione primaria €& stata rilevata meddanibhcubazione con anticorpo

secondario coniugato con perossidasi di rafano,q@ Santa Cruz Biotechnology) e
visualizzati mediante kit di chemiluminescenza eneylinked (ECL) con il sistema XRS

Chemidoc (Bio-Rad). L§-actina (sc-47778; Santa Cruz Biotechnology), éagtélizzata

come riferimento interno.

Immunofluorescenza

| campioni di piastrine fissate e le cellule MEG-(fissate, sono state
permeabilizzate per trattamento con Triton X-10@P4&I'1%, per 10 min a temperatura
ambiente.

Le sezioni di midollo osseo, fissate in glutaradideed incluse paraffina, sono stati
deparaffinate, reidratati e sottoposte a smasclertndell'antigene mediante bollitura per
15 min in tampone citrato 0.1 M (pH 7,9).

| campioni dell'arteria carotide umano congelatgdaienti sottoposti a procedura
di endoarterectomy, tagliate in sezioni dar8, sono state fissate in paraformaldeide al 4%
in PBS per 15 min a temperatura ambiente.

Tutti i campioni sono stati successivamente satemt normal donkey serum 5%
/IBSA 5% in PBS e sottoposti a doppio staining pgiincubazione con anticorpo anti-
human OCN (sc-18319, 1:100; Santa-Cruz biotecne)ogiun pannello di anticorpi made
in mouse: CD41 (1:200; Abbiotec LLC, San Diego, C/SA), B-actina (1:200; Santa Cruz
Biotechnology), VWF (1:200; DB-Pharmingen, Milanalia), CD63 (1:200; Thermo
Fisher Scientific, Rockford, IL, USA), CD68 (1:208anta Cruz) e-SMA (1:200; Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA). Nel controllo negatiy sono stati omessi gli anticorpi

primari.
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In una sessione distinta & stata eseguita un dgbining per co-incubazione con
rabbit anti-human GPRC6A (1:100, sc-67302; SantaQriotecnologie) e mouse anti-
CD41 (1:200).

L'immunoreazione primaria é stato adeguatamenggatb tramite I'uso di reagente
secondario, coniugato con FITC o TexasRed. Infieesezioni sono state controcolorate
con DAPI, montate con anti-fade buffer e analizeati microscopio a fluorescenza Video-
confocale (VICO, Nikon, Firenze, Italia).

Per la quantificazione della collocazione CD41 e @Gtata realizzata una matrice
XY RGB per analizzare I'intensita di segnale pipel-pixel nei tre canali, corrispondenti a
OC (rosso), CD41 (verde) e nuclei (blu). Segnah datensita superiori a 2 deviazioni
standard (DS) della media di fondo sono stati a®rsiti positivi. | segnali RGB sono state
riportati in un diagramma di Venn per rappresentgmficamente il grado di
sovrapposizione tra i colori.

Per l'identificazione dei depositi di calcio, i gaioni asciugati all’aria sono stati
colorati Rosso Alizarina 2% (pH 4.2) per 5 minemperatura ambiente. | vetrini sono
state infine controcolorati con ematossilina, deidti, montati e valutati con microscopio a

trasmissione.

Colorazione di Von Kossa

La conferma dei depositi di calcio e stata eseguéliante colorazione di Von
Kossa. Brevemente, le sezioni sono state immeitsedimgtrato di argento al 5% in acqua e
irradiate con lampada UV per 20 min. Dopo il laviagg campioni sono stati trattati con
tiosolfato di sodio al 2% per min. Infine le sezisono state disidratate, montate e valutate

con microscopio a trasmissione.

Analisi statistica

Tutte le statistiche sono state eseguite utilizeaihdoftware SPSS (versione 19;
SPSS Inc Chicago, IL, USA). Tutti gli esperimergr i rilascio OC sono stati eseguiti in
triplicato. Confronto tra le medie e stato effettumediante il testStudent a due code non
accoppiato. Le differenze tra 'OCN totale tra itithruppi di pazienti sono state valutate
utilizzando il test di Kruskal-Wallis. Il Test U dflann-Whitney € stato utilizzato per

confrontare le medie tra i due gruppi. Le crrelazia le variabili continue sono state
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valutate mediante test di correlaziopedi Spearman non parametrico. Il livello di

significativita e stato impostato per valori dirffariori a 0.05.
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RISULTATI

L'osteocalcina e contenuta néigranuli delle piastrine umane e viene rilasciatopd
I'attivazione.

L’analisi dell’espressione proteica nelle piastrimmane attivate e non attivate e stata
eseguita mediante Western blot, utilizzando arpicepecificic OCN ed un omogenato
commerciale di tessuto osseo normale in qualitaecaontrollo positivo. Una banda
specifico di circa di kDa 5, corrispondente allaloteina OCN, era rilevabile per ogni
campione (Figura 1A). La valutazione della dengiglla banda ha evidenziato che
I'attivazione riduceva significativamente contenu@C delle piastrine (figura 1B).
Espressione di OCN allinterno delle piastrine uman stata confermata dal saggio di
doppia immunofluorescenza, utilizzando la tecna@ogiideo-confocale per ridurre
I'influenza del rumore di sfondo. Il CD41 é statdizzato come un marcatore specifico di
membrana delle piastrin®{ibenstein, 20Q%® la -actina come proteina del citoscheletro.
La colorazione per OCN e apparsa come un segna&efisp con pattern punteggiato
incluso nel citoplasma di piastrine (definito dagsale omogeneo dellgractina) ed
assente sulla membrana (definita dal segnale pdi@igura 1 C-D).

La localizzazione cellulare della proteina OCN @efliastrine & stata valutata
mediante saggio di immunofluorescenza, utilizzahd®WF come un marcatore specifico
dei granulie. [McGrath, 2010 e CD63 dei granuld- [Viisoreanu, 200F (figura 1E-F).
Osservate a forte ingrandimento, il segnale pumdgger OC & apparso essenzialmente
sovrapposto con lo staining per CD63, suggerendd’ €©/CN sia contenuta nei granali

Per escludere qualsiasi legame specifico dellO@Nasmembrana piastrinica, é
stato eseguito un saggio di immunofluorescenzd'ggpressione di GPRCGA, il receptore
putativo per OCNRPi, 2005 e nessun segnale specifico per questo antigstet@rilevato
(figura 2A). Inoltre, al fine di valutare qualsidesgame non specifico, & stato eseguito un
saggio di spiazzamento. Nessun segnale signifacatigpetto al controllo negativo, era
rilevabile quando OCN biotinilata veniva impiega&@ame un ligando. La co-incubazione
con un eccesso di OCN *“fredda” (100 volte) non davigine alcuna variazione nella
risposta (figura 2B).

L'incubazione delle piastrine lavate con ADP, atore trombocitario di

riferimento, portava ad un lI'aumento medio di ciitca38% per la lo staining del CD62-P,
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mediante citometria a flusso (figura 3B). Paraltedate, il dosaggio della concentrazione
di OCN nel surnatante di incubazione aumentavaifgigtivamente dopo l'attivazione
delle piastrine (figura 2C. Attivazione con collage2: 0.94+0.07 ng/mL/fOpiastrine;
attivazione con Ca-ionoforo: 0.60+0.08 ng/mlY1Piastrine; non attivate: 0.25+0.02
ng/mL/1¢ piastrine. P<0,05). Conseguentemente, [Iattivazioprovocava una
riorganizzazione complessiva del segnale per OCINCDO63: da una punteggiatura
citoplasmatica (figura 4A) a segnale continuo dedimte la membrana cellulare (figura 4B).
Infine, negli esperimenti di marcatura con mepagrinnota per accumularsi
preferenzialmente nei grandlifRamstrom, 1999il segnale dimostrava una diminuzione
significativa dopo 30 min di stimolazione con Caetoro (figura 4C). La formazione del
coagulo piastrinico dopo stimolazione con collagémeon era compatibile con 'analisi di
citometria a flusso o immunofluorescenza (dati mewstrati). Presi insieme, questi dati
indicano che [l'osteocalcina viene rilasciata daangdi-0 in seguito ad attivazione

piastrinica.

| megacariociti umani contengono osteocalcina

La colorazione per OCN appariva come segnale spegftintiforme nel citoplasma
dei megacariociti maturi, evidenziabili come graoelilule CD41-positive, dei campioni di
midollo osseo umano non patologico (figura 5). @ugsultati suggeriscono che la sintesi
di OCN lungo il linea di maturazione megacariopi@strine, rappresenti una possibile
fonte di OCN trombocitaria.

Livelli di osteocalcina nei pazienti con patologieclusiva dell'arteria carotide

Le piastrine circolanti ed il siero da sangue peitb, sono stati isolati in 19
pazienti con patologia occlusiva dell'arteria cate 28 controlli sani. Le caratteristiche
cliniche di questi soggetti sono riassunte nellaella 1. Livelli di OCN totale
intrapiastrinica erano significativamente piu eltevael gruppo di pazienti rispetto al
gruppo di controllo, sia nei soggetti con eta sigwerche in quelli con eta inferiore ai 50
anni (Figura 6A). Sebbene I'OCN totale intrapiasta correlasse significativamente con
I'eta dei soggettipg=0.64; P<0,0001) e con il numero di fattori di hsx (p=0,42; P=
0.02), in tutta la coorte i livelli sierici di OCRkbtale non mostravano alcuna differenza

statistica tra i tre gruppi (dati non mostrati, B,35).
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Il rilascio di OCN dalle piastrine circolanti dopdtivazione indotta dal collagene-2,
e stato valutato anche in una sottopopolazione gia8ienti con patologia occlusiva
dell'arteria carotidea e 10 volontari sani eseatitidttamento farmacologico con agenti
anti-aggreganti piastrinici (media eta 69.0+8.5ian85.2+3.7, rispettivamente). Il rilascio

di OCN totale si e rivelato maggiore nei pazierdnc occlusione carotidea rispetto ai
controlli (figura 6B).

Osteocalcina e piastrine nelle lesioni ateroscleio¢ umane

Campioni di arteria carotide proveniente da tre igdz sottoposti a
endoarterectomia per patologia occlusiva, sonce stattoposte ad indagine istologica
(haematoxylin ed eosina colorazione), alla colanagiper depositi di calcio (von Kossa e
rosso alizarina), e ad immunofluorescenza per ntifieazione di osteocalcina (OC),
piastrine (CD41), macrofagi (CD68), cellule endiaiel(CD31) e cellule muscolari lisce
(a-SMA) in sezioni seriali.

Nella lesione aterosclerotica precoce (Figura 1é&)staining per OCN e CD41 si
rivelava pressoché assente, mentre si risconteapeeksenza di macrofagi CD68-positivi, in
accordo con evidenze precedehtz{ii, 2002.

Nell’area calcifica della lesione ateroscleroticeeqoce, era evidente una co-
localizzazione (figura 7B) per OCN e CD41, marke&sfrinico, proprio nei pressi della
zona di accumulo di calcio. Inoltre, una sottopagmne di macrofagi attivati CD68-
positivi, esprimenti OCN, era evidenziabile pelifamente all'area calcifica.

Nel core necrotico (figura 7C) era rilevabile uorté segnale per OCN,
caratterizzata da debole co-localizzazione con CDélcellule macrofagiche positive per
CD68 rimanevano altamente rappresentate solo resdl’periferica al core.

Per quantificare il grado di co-localizzazione €41 e OCN nella lesione
aterosclerotica calcifica precoce (figura 8), etastaseguita un'analisi morfometrica
computerizzata di intensita di pixel RGB. E’ stalevato che circa il 50% dello staining
per CD41 si sovrapponeva con quello per OC e, @iy circa il 30% del segnale per
OCN co-localizzava con la fluorescenza del CD4guff 8). E interessante notare che la
doppia colorazione per CD41/OCN era evidenziabile aree dove i nuclei erano
sostanzialmente assenti, in quanto minima era loaaizzazione per il segnale per
DAPI/CD41/0C come evidenziato dal diagramma di Véfigura 8). Né il segnale per-
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SMA (cellule muscolari liscie) né il segnale per ¥D(cellule endoteliali) ha mai dato
evidenza di sostanziale co-localizzazione con OCMtarno delle aree calcifiche (figura
9).

Le porzioni non patologiche della parete carotideacampioni provenienti dagli
stessi pazienti sottoposti ad endoarterectomia,h@orvidenziato alcun segnale specifico
per OCN o aggregazione piastrinica né nella tomattma né nella media; solo il segnale
dei macrofagi attivati CD68-positivo era occasiomahte presente (n = 3; figura 10).
L’assenza di staining specifico per OCN e piastimearotidi non patologiche e tessuti
normali & stata confermata usando campioni aufoptionuscolo scheletrico (n = 3;
rispettivamente Figura 11 pannello Al-All e figuka pannello B).

Espressione di Osteocalcina in Linee Megacariogtamane Sottoposte a Stimolo
Ipossico Prolungato

Colture di linea cellulare megacariocitaria umanB®A401, sono state sottoposte a
stimolo ipossico prolungato (72h) e valutate pespressione di OCN in relazione al
controllo coltivato in condizioni standard. Comeyedibile, al termine allo stimolo, si €
potuto evidenziare una significativa riduzione gel del mezzo di coltura (Figura 12A).
L'analisi dell'espressione genica e proteica di OG&l parte delle cellule MEG-01, ha
evidenziato un significativo aumento della rappnéseione di questa proteina in ambiente
ipossico rispetto al controllo (Figura 12B-C). Aogd comportamento hanno evidenziato
anche colture primarie di osteoblasti umani, imptegcome modello cellulare di
riferimento (Figura 12D). L'aumento dell’'espressooroteica di OCN é stato confermato

anche mediante immunofluorescenza (Figura 13).

-24 -



DISCUSSIONE

L’evidenza piu importante del presente studio élehgastrine umane esprimono e
rilasciano OC, un fenomeno che sembra avere luoliintano delle lesioni
aterosclerotiche dove possono contribuiscono adlative microcalcificazioni. Prove
sperimentali suggeriscono che il sistema emostatippresenta un determinante della
aterogenesi e aterotrombodvidGrath, 201(, in questo contesto le piastrine possono
rappresentare un'interfaccia cellulare tra emostdsaterosclerosi. Attraverso interazioni
che coinvolgono P-selectina, il fattore di von \afiand, la glicoproteina dbe [€33
integrine, le piastrine aderiscono all’endotelitivato e secernono fattori aterogenici,
citochine, chemiochine, fattori di crescita, molecdi adesione e fattori di coagulazione
[Coppinger, 2004 A loro volta, questi segnali hanno l'effettostimolare o amplificare |l
reclutamento sub-endoteliale di leucociti e tromtbostessi che, in ultima analisi,
contribuiscono a sostenere il processo infiammatarhe si verifica nelle lesioni
aterosclerotiche. In fasi successive, le placchmatlerotiche avanzate possono contenere
grandi quantita di piastrine come risultato delwascolarizzazione di placca alla quale
puo far seguito lo stravaso di sangue ed emorrdgiavasi neoformati. E’ in questo
contesto che si puo verificare piu frequentemeatealcificazione neointimale, fenomeno
dalle conseguenze cliniche molto rischiose poiehggconda della dimensione e del sito di
formazione, le aree calcificate possono destakitez2a placca, favorendo la rottura e la
trombosi Pwen, 201]L

I meccanismi che sottendono alla calcificazionecokse non sono completamente
chiariti. Cambiamenti nel prodotto solubilita fosfali calcio cosi come nella composizione
della matrice extracellulare, possono determinarprécipitazione passiva di cristalli del
calcio. Uno squilibrio tra promotori e inibitori W calcificazione pu0 essere co-
responsabile dell'eccesso di calcificazione vasealavuta a condizioni patologiche quali,
ad esempio, l'insufficienza renale croniddejen, 201]l Recenti indagini hanno definito
un certo grado di parallelismo tra i meccanismladeslcificazione vascolare e il processo
di formazione di osso. L'espressione di proteina nollagenose ossee, tra le quali la
sialoproteina, 'OCN e [l'osteonectina &€ aumentatllen aree calcificate di lesioni
aterosclerotiche. Allo stesso modo, Bini e coll@or hanno dimostrato I'espressione di

proteine della matrice ossea, quali osteonectisi@gopontina e OCN all'interno delle aree
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calcifiche, assieme a lipoproteine e metallopreatginli matrice (MMP), in particolare nelle
zone di trombo/emorragia all'interno dell’arteriaratide umana. E interessante notare
come gli autori abbiano concluso che la trombo/eagia possa contribuire alla
calcificazione distrofica arteriosa nella progressi complicazione dell’ateroscleroSiifi,
1999. La deposizione di queste proteine ossee puorappresentare semplicemente un
epifenomeno del processo osteogenetico che siicgenfell'albero vascolare, ma puo
svolgere un ruolo attivo nellindurre la calcificaze in questo particolare distretto
corporeo. Infatti, recenti indagini provano che QG per sé stessa, puo indurre la
calcificazione nelle cellule muscolari lisce digine vascolare e nei condrodii vitro e
puo contribuire alla calcificazione vascolare indatalla vitamina D in vivo. In particolare,
questa attivita osteogenetica diretta di OCN send#ssere accoppiata al suo effetto
metabolica insulino-simileldelevich, 201]L Tuttavia, I'origine dell’eccesso di OCN nelle
lesioni aterosclerotiche rimane poco chiaro.

Come gia accennato in apertura, la possibilitalerollule di origine non vascolari
partecipino al processo di calcificazione € sumiartda una serie di studi condotti degli
ultimi anni. Nel 2005, Eghbali-Fatourechi e colladiori hanno segnalato I'esistenza di
cellule circolanti con fenotipo osteoblasto-simikesprimenti OCN e fosfatasi alcalina
(ALP), in grado di indurre la calcificazione ectopin vitro ein vivo [Eghbali-Fatourechi,
20053. Paralellamente a questo tipo di cellule di erggmesenchimale, gruppi indipendenti
hanno riportato I'esistenza di cellule di originenaopoietica, le cellule progenitrici
endoteliali (EPC) OCN-positive, capaci di un'atvosteogenetica, dotate di un potenziale
di calcificazione in vitro e maggiormente rapprda&n nel sangue dei pazienti con
aterosclerosi coronarica e caverno$dafnmer, 201 Infine, Fadini e collaboratori
[Fadini, 2011 hanno recentemente descritto I'esistenza di u@olpzione molto piu
rappresentata di cellule esprimenti OCN e ALP osseasimile propensione all'induzione
della calcificazione, appartenenti popolazionerdenociti circolanti, e che contribuiscono
alla calcificazione delle lesioni aterosclerotiates pazienti diabetici. Presi insieme, questi
dati vedono il midollo osseo come fonte di cellpi®calcifiche ed in questo studio si
evidenzia come i megacarioci e le piastrine esproma rilascino OCN nelle lesioni
aterosclerotiche del vaso, rappresentando unjatitenziale tessera del puzzle. Quasi 20
anni fa, Thiede e collaboratori dimostrarono la sprea di mRNA per OC nei

megacariociti del midollo osseo e nelle piastrieeshngue periferico, suggerendo che essi
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potessero contribuire ai livelli serici di OCNHiede, 1991 In questo studio, per la prima
volta, si riporta che OCN € presente in gradutiei megacariociti e delle piastrine e che
viene rilasciata durante l'attivazione piastrini€onsiderando l'importante ruolo svolto
dalle piastrine nell’aterosclerosi, si e ipotizzathe gli stessi trombociti contribuissero
all'espressione di OC nelle lesioni ateroscleratjdlavorendo cosi la calcificazione. E’stato
infatti riscontrato un notevole grado di co-locadizione del segnale CD41-positivo
(piastrine) e del segnale per OCN nei campionindioarterectomia carotidea in aree quasi
acellulari del nucleo necrotico, dove erano prasentlei di microcalcificazione. E’
possibile dunque speculare che I'OCN extracellulpossa parzialmente derivare da
degranulazione piastrinica in situ. L'assenza @gnale per il CD31 esclude la presenza
dei vasi sanguigni in quest'area, resta pero pigssitre i capillari consentano lo stravaso di
piastrine in una fase precedente o che una preedeombo/emorragia abbia ivi
convogliato piastrine e OCNOwen, 2011l Pertanto, € probabile che le piastrine
contribuiscano alla deposizione di OCN favorentedkificazione, e che questo processo
si verifichi in parallelo ad altri meccanismi dilcificazione cellulo-mediata, come quelle
che riguardano le cellule muscolari lisce e i pgriSteizl, 2001Johnsonl, 2006Doherty,
1999

Nonostante i risultati riportati siano meramentsaigtivi, i dati clinici relativi ad
una popolazione di pazienti con malattia occlustexotidea, confrontati con una
popolazione di controllo, evidenzia un aumentoadeitenuto medio di OCN nelle piastrine
circolanti. Questo, unitamente allassenza di elamione statistica tra i livelli serici di
OCN nelle popolazioni considerate, rafforza lipteli un aumento della capacita di
rilascio di OCN da parte dei trombociti nei paziesdn patologia occlusiva carotidea. La
correlazione tra il contenuto di OCN intra-piast con eta e altri fattori di rischio
cardiovascolare, suggerisce anche un possibil&efie questi ultimi sul metabolismo dei
megacariociti nel midollo osseo. Dai dati ottenafppare infatti che l'incremento
dell’'espressione di OCN piastrinica sia largamentiipendente dai livelli serici della
stessa, ridimensionando l'eventuale ipotesi di captazione della proteina dal torrente
ematico da parte dei trombocitHérrison, 1993, e deponendo a favore di uno
sbhilanciamento di espressione proteica dei magagtinmidollari verso un fenotipo simil-
osteoblastico. A tale proposito e sulla base deafletio cellulare degli osteoblasti per il

quale e risaputo I'effetto dell’ipossia sull’aumergspressione delle proteine della matrice
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extracellulare osseaH[rao, 2007, si & voluto verificare un’eventuale giustificage
fisiopatologica dei risultati ottenuti valutando espressione di osteocalcina nei
megacariociti in seguito ad ipossia prolungata.p&ordentemente, € stato possibile
riscontrare 'aumento di espressione genica e i OCN nella linea cellulare umana
MEG-01 in seguito ad esposizione ad ipossia per ifRaccordo a quanto osservato nelle
colture primarie di osteoblasti impiegati come nitmddi riferimento. Tale evidenza € in
accordo con recenti studi che dimostrano comed$mmodifichi il pattern di espressione
genica delle cellule staminali mesenchimali versn fenotipo piu tipicamente
osteoblastico, pur lasciando pressoché inalteratorafilo dei marcatori di superficie
[Wagegg, 2012 Nei limiti dell’impiego di una linea tumorale wma quale modello
cellulare di megacariocita e dalla natura prelimendegli studi presentati, &€ possibile
suggerire una relazione fisiopatogenetica tra pizsedi fattori di rischio cardiovascolare e
I'instaurarsi di una condizione clinica di ipossiatemica, con ricadute sulla componente
staminale del midollo e conseguente spostamentu@st'ultima verso un fenotipo simil-
osteoblastico. A supporto di questo paradigma iViceescente numero di studi pubblicati
che evidenza, nei modelli animali caratterizzati al®rosclerosi accelerata, l'effetto

precipitante dell'ipossia sul decorso della pat@ogscolareArnaud, 2011; Adeva, 2011

CONCLUSIONI E PROSPETTIVE FUTURE

Sebbene siano necessari ulteriori conferme spetaien dati ottenuti in questo studio
suggeriscono che le piastrine, in quanto esprim@flN rilasciabile a seguito di
attivazione, possano essere un potenziale vettorprateine coinvolte nel processo
aterogenetico e nella sua progressione. Tale femorsembra correlato alla presenza di
fattori di rischio cardiovascolare che avrebberoetfetto diretto sull’'espressione di OCN
da parte dei megacariociti midollari. Il presentgdso soffre di molte limitazioni inerenti
alla sua natura descrittiva ed inferenziale: la aditrazione che le piastrine siano
causalmente responsabili della calcificazione atdevotica € carente e potrebbe essere
affrontata in futuro studi utilizzando animali tegenici. Inoltre, ulteriori approfondimenti
inerenti alla sintesi di OCN nel megacariocita @iastrine, correlata ai fattori che regolano
espressione OCN in queste cellule, apporterebbenoeati determinanti alla comprensione

del multifattoriale fenomeno dell’aterosclerosi.
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