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HDL e aterosclerosi 

E’ ormai assodato, che il rischio prematuro di sviluppare aterosclerosi è inversamente 

correlato alla concentrazione plasmatica di colesterolo HDL (HDL-C) (Boden WE., 2000; 

Gary F., 2005). Una delle maggiori azioni che conferisce alle particelle HDL tale proprietà, 

consiste nel loro ruolo chiave nel trasporto del colesterolo in eccesso, dai tessuti periferici 

al fegato o ai tessuti steroidogenici, dove è convertito rispettivamente in sali biliari o in 

ormoni steroidei (figura 11). Tale processo è denominato da Glomset, nel 1967, “trasporto 

inverso del colesterolo” (RCT) (Owen JS and Mulcahy JV, 2002). Il metabolismo delle HDL 

è un processo complesso ed è influenzato da numerosi fattori. La comprensione degli 

eventi molecolari implicati nella formazione e nel rimodellamento intravascolare delle 

particelle HDL, cosi come l’identificazione dei fattori chiave che controllano il flusso di 

colesterolo tramite il pool delle HDL, rappresenta un punto cardine nello sviluppo di 

strategie terapeutiche innovative, volte ad aumentare l’RCT mediato dalle HDL. Le HDL 

possiedono tuttavia molte altre proprietà che possono contribuire alla loro azione anti-

aterogena, in particolare è importante il contributo che queste lipoproteine manifestano 

nel processo di riparo endoteliale. 

 

 

HDL nel trasporto inverso del colesterolo (RCT) 

Il colesterolo è un componente essenziale delle membrane eucariotiche ed è un 

precursore nella sintesi degli acidi biliari e degli ormoni steroidei. Esso riduce la fluidità 

della membrana contrastando l’azione degli acidi grassi insaturi presenti nei fosfolipidi. Il 

colesterolo è abbondante nella membrana plasmatica ed in quella dell’apparato del Golgi 

(Lange Y, 1991), specialmente nelle “lipid rafts”, ossia aree della membrana plasmatica 

ricche di proteine che partecipano a vie di trasduzione del segnale (Simons K and Ehehalt 
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R, 2002). La regolazione dei livelli di colesterolo è un processo complicato, che coinvolge 

l’uptake del colesterolo, la biosintesi, il trasporto, il metabolismo e la secrezione 

(R.Ohashi, 2005).  

 

 

Figura 1. Il trasporto inverso del colesterolo (RCT) 
 

Questo complesso network omeostatico opera sia a livello cellulare che plasmatico. La 

sintesi endogena di colesterolo avviene soprattutto a livello epatico, in misura minore 

nell’intestino, e poiché, come gli altri lipidi il colesterolo è di natura idrofobica, nel plasma 

viene trasportato come componente di grossi complessi macromolecolari chiamate 

lipoproteine (Stryer L, ; Gary F. 2005).  

Quasi tutte le cellule animali sintetizzano colesterolo. Come per gli acidi grassi, esso è 

sintetizzato a partire dall’acetil-coenzima A (acetil-CoA), ma a differenza dei primi, non 

può essere ossidato completamente a CO2. In aggiunta a quello sintetizzato de novo al 

loro interno, le cellule acquisiscono colesterolo anche dalle lipoproteine circolanti. Quando 

il colesterolo cellulare è in eccesso, tanto da superare la possibilità di associazione con i 

fosfolipidi nelle membrane o l’esterificazione e lo stoccaggio in gocciole lipidiche, diviene 
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citotossico (Tabas I., 2002), con formazione di cristalli di colesterolo, di ossisteroli tossici e 

la disorganizzazione dei domini di membrana cruciali per il funzionamento di particolari 

enzimi e molecole segnale. 

I livelli di colesterolo vengono controllati dalla cellula tramite alcuni recettori 

nucleari/fattori di trascrizione, come l’eterodimero “liver X receptor/retinoid X receptor” 

(LXR/RXR) (Kalaany NY and Mangelsdorf DJ, 2006). LXR, esistente in due principali 

isoforme LXRα e/o LXRβ, può attivare la trascrizione di vari trasportatori di colesterolo 

della classe ABC (“ATP-binding cassette trasporters”), di geni coinvolti nella sintesi e nella 

circolazione enteroepatica degli acidi biliari e di geni coinvolti nel metabolismo dei 

trigliceridi. LXR è attivato, a sua volta, da metaboliti idrossilati del colesterolo, da 

intermedi della via biosintetica del colesterolo e, debolmente, dal colesterolo stesso 

(Janowski BA et al., 1999; Yang C et al., 2006; Wong J et al., 2006). Probabilmente, per 

la cellula, gli steroli idrossilati fungono da segnale di pericolo, capace di indicare l’aumento 

della quota di colesterolo non esterificato tossico; in tali condizioni, viene stimolata 

l’attivazione delle vie LXR-dipendenti (Attie AD, 2007). L’attivazione del recettore LXR è 

stata proposta quale  potenziale strategia terapeutica per incrementare i livelli di HDL e 

contrastare l’aterosclerosi (Joseph SB and Tontonoz P, 2003). Purtroppo, tale strategia 

provoca, in vivo, un aumento dei trigliceridi plasmatici a causa dell’induzione del fattore 

SREBP-1c, che controlla l’espressione di geni coinvolti riconosciuto capace di mediare 

anche l’efflusso di colesterolo libero ad accettori ricchi in fosfolipidi quali le HDL (Ji Y, et 

al., 1997).   

Le HDL nascenti, precursori delle HDL, sono secrete dal fegato e dall’intestino in forma di 

piccola particelle contenenti l’apoptroteina A I,(apoA-I), e pochi fosfolipidi, con una 

mobilità elettroforetica del tipo pre-β (Asztalos BF, 2005 ). Le pre-β1-HDL rappresentano 

solo una piccola componente del plasma e generalmente contengono 2 molecole di Apo-

AI per particella, e circa il 10% della massa è costituita da lipidi (colesterolo libero e 
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fosfolipidi) (Kunitake ST, 1985).Più precisamente nel RCT sono coinvolte le preβ1-HDL, 

considerati i principali accettori iniziali di colesterolo nel processo di efflusso di colesterolo, 

mediato dall’ azione della proteina di trasporto ABCA1 (ATP-binding cassette transporter) 

(Fielding CJ, et al., 1995). La formazione delle particelle di forma discoidale preβ1-HDL 

può avvenire inoltre, a partire da ApoA-1 libere, che acquisiscono fosfolipidi e colesterolo 

da cellule epatiche e non. Simili particelle si originano anche durante il rimodellamento 

delle HDL mature, e in seguito a lipolisi, catalizzata dalla lipasi lipoproteica (LPL), dei 

chilomicroni e delle VLDL (lipoproteine ricche di trigliceridi) (Hennessy LK, 1993; Brewer 

B.2004; Assmann G., 2004).  

L’efflusso di colesterolo è definito come il trasferimento di molecole di colesterolo libero 

(FC) dalla cellula ad un accettore extracellulare (Johnson WJ, Rothblat GH, et al., 1991). 

Se ABCA1 media l’efflusso unidirezionale di colesterolo alle particelle pre-β1-HDL, come 

abbiamo visto precedentemente, un altro trasportatore della classe dei trasportatori ABC , 

ABCG1, media l’efflusso e particelle HDL mature. All’efflusso contribuiscono inoltre a 

diffusione acquosa, che può essere mediata da SR-BI, (Yancey PG, et al., 2003). 

 

MATURAZIONE E RIMODELLAMENTO INTRAVASCOLARE DELLE PARTICELLE 

HDL MEDIANTE ESTERIFICAZIONE, SCAMBIO LIPIDICO E MODIFICAZIONI 

LIPOLITICHE. 

La biosintesi e l’iniziale lipidazione delle HDL nascenti procede con la progressiva 

maturazione e rimodellamento intravascolare, che coinvolge numerosi fattori di 

trasferimento di lipidi ed enzimi lipolitici (figura 11). 

Una volta che il colesterolo libero viene associato alle HDL nascenti le preβ1-HDL 

diventano particelle più grandi chiamate preβ2-HDL (Cipollone F., 2004). Queste sono il 

substrato dell’enzima lecitina-colesterolo acil transferasi (LCAT), enzima chiave attivato 

dall’apoA-1, che esterifica il colesterolo veicolandolo nel core di queste lipoproteine, 
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trasformandole in particelle sferiche HDL3 (o α3-HDL). LCAT catalizza il trasferimento di 

due gruppi acilici dalla lecitina al colesterolo libero, generando colesterolo estere (CE) e 

lisolecitina. La riduzione del contenuto in colesterolo libero nella superficie delle HDL, 

genera un gradiente, che favorisce l’ulteriore trasferimento di colesterolo libero dalla 

cellule alle HDL (Jonas A., 2000). 

 Le HDL3 ancora dense e relativamente povere in lipidi, si arricchiscono così 

progressivamente di colesterolo, fosfolipidi e altre apolipoproteine dalle cellule periferiche 

o dai chilomicroni derivanti dalla dieta. Le HDL3, possono inoltre fondere per dar luogo a 

particelle di più grande dimensione, ad opera della proteina di trasferimento dei fosfolipidi 

(PLTP), in grado anche di aggiungere altri fosfolipidi e la cui espressione è associata ad un 

aumento della suscettibilità all’aterosclerosi (Van Haperen R., 2000). Questo porta alla 

formazione delle HDL2 (o α2-HDL), più grandi, meno dense e ricche in lipidi (Gary F. 

2005; Cipollone F., 2004;.Ohaschi R., 2004) (figura 12). 

 

 

 

Figura 2. Modello della struttura delle HDL.Apo=apoproteina;PL=fosfolipidi; chol=colesterolo; 
CE=colesterolo estere; TG=trigliceridi 
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Durante il processo di degradazione delle HDL, il colesterolo estere viene rimosso dalle 

HDL2, convertendole in HDL 3  povere in lipidi principalmente mediante un processo noto 

come “up-take selettivo dei lipidi”, mediato dal recettore scavenger epatico B1 (SR-BI), 

responsabile della rimozione del colesterolo estere dalle HDL, facilitandone l’escrezione 

con la bile (ultimo step del RCT) ( Cipollone F. 2004; Linsel-Nitschke P. et al, 2005; Curtiss 

L. K., 2006). Alternativamente, attraverso l’attività della CEPT (cholesteryl ester transfer 

protein) presente nel plasma legata alle lipoproteine e sintetizzata principalmente dal 

fegato avviene la ridistribuzione e l’equilibramento dei lipidi idrofobici,  

“impacchettati”all’interno del core delle  lipoproteine (CE e TG) tra le HDL e le lipoproteine 

contenenti apoB (LDL, IDL,VLDL, chilomicroni, e remnants). Il risultato dell’azione della 

CEPT sulle HDL2 è una deplezione di CE e un arricchimento in trigliceridi, che determina 

una netta riduzione delle dimensioni delle particelle. Queste diventano substrato della 

lipasi epatica (HL), un enzima lipolitico sintetizzato dagli epatociti che ha entrambe le 

attività TG lipasi e fosfolipasica (Santamarina-Fojo S., 2004). La lipoproteina lipasi (LPL) 

invece, secreta da diversi tessuti, in particolare nel tessuto adiposo e nel muscolo 

(R.Ohashi, 2005), è presente sulla superfice luminale delle cellule endoteliali, dove è 

legata all’omodimero dell’eparan solfato; ha principalmente un’attività  lipasica nei 

confronti dei trigliceridi, e una minor attività fosfolipasica. Nel processo di idrolisi delle TRL 

(proteine ricche di trigliceridi), i lipidi di superficie (colesterolo libero e fosfolipidi) e le 

apolipoproteine sono trasferite dalle TRL alle particelle HDL contribuendo 

significativamente alla concentrazione di colesterolo HDL e delle apoA-1 ad esse associate 

(Santamarina-Fojo S., 2004). 

Un decremento dell’attività CEPT può incrementare HDL-C e ridurre VLDL-C e LDL-C e 

studi clinici hanno dimostrato una bassa prevalenza di patologie coronariche in pazienti 

con una deficienza di CEPT (R.Ohashi, 2005). 
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SR-BI  

SR-BI mostra una forte omologia di sequenza con CD36 e con altre proteine della stessa 

famiglia (Krieger M., 1999; Williams DL, et al., 1999). E’ una glicoproteina di 509 

aminoacidi e 82kDa ed ha una struttura a ferro di cavallo, con un ampio loop 

extracellulare ancorato alla membrana plasmatica attraverso i domini transmembrana 

ammino- e carbossi-terminali, ed una corta estensione intracellulare (Acton S et al., 1994) 

(figura 13).  

 

 

 

 

SR-BI è una proteina di membrana espressa principalmente nel fegato, nella corteccia 

surrenale, nelle gonadi, ma anche nelle cellule endoteliali, nelle cellule muscolari lisce, e 

nei monociti, a livello di invaginazioni della membrana plasmatica prive di clatrina, dette 

caveolae (Owen JS. et al., 2002). L’espressione di SR-BI è regolata fisiologicamente 

tramite vari meccanismi. Un incremento dell’espressione di SR-BI avviene nella 

differenziazione dei monociti e nei macrofagi presenti a livello delle lesioni aterosclerotiche 

Figura 3 Struttura del la proteina SR-BI 
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(Chinetti G, et al., 2000). L’espressione di SR-BI è indotta anche da agonisti per i recettori 

della famiglia dei peroxisome proliferator-activated receptors (PPARs), PPARα e PPARγ, 

dato riscontrato sia in cellule in coltura che in animali trattati (Chinetti G, et al., 2000). Da 

uno splicing-alternativo dell’mRNA per SR-BI si ottiene una proteina, detta SR-BII o SR-

BI.2, che ha un dominio citoplasmatico carbossi-terminale completamente diverso. SR-BII 

media sia l’uptake selettivo del colesterolo derivante dalle HDL che l’efflusso di colesterolo 

HDL-dipendente, ma con una efficacia nettamente inferiore, suggerendo l’importanza del 

dominio citoplasmatico carbossi-terminale per la corretta funzionalità di SR-BI (Webb NR, 

et al., 1998).   

SR-BI media selettivamente l’interazione con le HDL nelle cellule dei tessuti sopra descritti 

e l’efflusso cellulare di colesterolo verso accettori quali le HDL mature (Ji Y, et al., 1997; 

Gu X, et al., 2000). Il flusso mediato da SR-BI risulta essere bidirezionale e, come per il 

meccanismo della diffusione acquosa, il trasferimento di colesterolo libero (FC) attraverso 

SR-BI dipende dalla direzione del gradiente di concentrazione (Yancey PG, et al., 2003). 

Recenti studi hanno evidenziato che bloccando il legame delle HDL a SR-BI con anticorpi 

specifici si osserva una notevole inibizione dell’efflusso di colesterolo, suggerendo che il 

legame delle HDL sia necessario per l’efflusso SR-BI-mediato (Gu X, et al., 2000). Un 

requisito essenziale per l’attività di SR-BI è la presenza di fosfolipidi nell’accettore: infatti, 

non si osserva alcun efflusso verso apolipoproteine prive di lipidi.  

A supporto di tale affermazione vi sono dati sperimentali che indicano che l’arricchimento 

delle HDL o del siero con fosfolipidi incrementa l’efflusso SR-BI-mediato, mentre la 

deplezione di fosfolipidi delle HDL tramite trattamento con fosfolipasi A2 (PLA2) 

diminuisce l’entità di tale efflusso (Yancey PG, et al., 2000; Jian B, et al., 1997). L’efflusso 

SR-BI-mediato è influenzato anche dalla natura dei fosfolipidi. I dettagli del meccanismo 

attraverso cui SR-BI facilita il flusso bidirezionale di FC restano ancora da chiarire (Yancey 

PG, et al., 2003). 
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Nei roditori, il recettore SR-BI sembra quindi il maggior responsabile del metabolismo 

delle HDL. Infatti, studi nei topi mostrano come l’overespressione epatica di SR-BI, riduca 

in modo rilevante i livelli plasmatici di HDL-C e incrementi la secrezione biliare di 

colesterolo (Kozarsk K.F. et al., 2000; Ueda Y. et al. 1999; Ji Y., Jian B., et al. 1997). 

Diversamente, la parziale o la completa mancanza di questo recettore nei topi knock-out, 

determina un aumento di circa 2 volte del colesterolo plasmatico, con la tendenza alla 

formazione di HDL ricche in colesterolo (Rigotti A., et al. 1997; Osgood D., et al. 2003). 

Nell’uomo, ad oggi non sono state identificate mutazioni di SR-BI che influiscano sulla sua 

azione, e che stabiliscano quindi una chiara rilevanza di questo recettore nel modulare i 

livelli plasmatici di colesterolo HDL, e nell’RCT. In ogni caso l’omologo umano di SR-BI, 

Cla-1, mostra una distribuzione tessutale e un uptake di HDL-CE simile a quello murino 

(Rhainds D. et al. 2004). Nonostante ciò, studi epidemiologici hanno identificato dei 

polimorfismi nel gene Cla-1, che sono associati non solo ai livelli plasmatici di HDL-C o 

colesterolo LDL (LDL-C), ma anche alle dimensioni delle particelle lipoproteiche e alle 

patologie coronariche. Questo supporta quindi l’idea, che SR-BI possa essere intimamente 

coinvolto nel metabolismo delle HDL nell’uomo (Osgood D., et al. 2003). 
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RUOLO DELLE HDL E DI SR-BI NEL 
PROMUOVERE LA RIPARAZIONE ENDOTELIALE 

 
Nonostante il diverso rischio di sviluppare aterosclerosi sia correlato a differenti livelli 

plasmatici delle HDL e dell’apoA-I, esso non è relazionato a differenze nell’ RCT.  Infatti 

studi su animali mostrano che i livelli di HDL circolanti, o di ApoA-I non sono dettate 

dall’RCT (Groen AK et al. 2001; Jolley CD et al., 1998; Osono  Y et al., 1996).  

 Le HDL possiedono tuttavia molte altre proprietà che possono contribuire alla loro azione 

anti-aterogena. Ad esempio sono dotate di attività antiossidante, antiinfiammatoria e 

attività antitrombotica, tramite un’azione diretta sull’endotelio vascolare (Mineo et al. 

2006). Ciò nonostante l’entità dei processi attraverso cui le HDL regolano direttamente il 

fenotipo di nuovi target cellulari come ad esempio le cellule endoteliali, rimangono ancora 

poco chiare (Mineo  C. and Shaul PW., 2007).  

Le cellule endoteliali in aggiunta alla loro capacità antiinfiammatoria e alle proprietà 

antitrombotiche, hanno una forte abilità di crescita, migrare e partecipare al processo di 

angiogenesi, che sottende la neovascolarizzazione e il mantenimento dello strato intimale 

(Kawasaki et al. 2003). L’interruzione dell’intima, causato sia da una pesante denudazione 

relativa ad un intervento vascolare, sia alla formazione di un gap tra le cellule endoteliali, 

causato ad esempio dallo shear stress, pone il vaso arterioso ad un grande rischio 

vascolare  (Cunningham and Gotlieb, 2005; Ross et al.,1993; Ishibashi et al . 1993). 

Sostanziali evidenze nel topo, suggeriscono un ruolo ateroprotettivo di SR-BI. Infatti, la 

completa delezione di SR-BI è associata a un significativo incremento dell’aterosclerosi in 

topi nutriti con dieta ricca in grassi e colesterolo (Van Eck M., et al. 2003), cosi come ad 

un accelerato sviluppo della placca in modelli animali suscettibili a sviluppare 

l’arteriosclerosi (apoE-KO) (Trigatti B., et al. 1999). Diversamente nel topo l’over-

espressione epatica di SR-BI porta a una riduzione dell’aterosclerosi confermando il ruolo 

di questo recettore nello step finale dell’ RCT, nel promuovere l’efflusso di colesterolo 
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verso il fegato. In ogni caso diversi meccanismi possono contribuire a questo effetto. Non 

è semplice comprendere in modo chiaro il contributo tessuto-specifico di SR-BI nella 

protezione nei confronti dell’aterosclerosi, a causa delle diverse proprietà attribuite a 

questo recettore e ai molteplici ligandi ai quali SR-BI si lega; questi includono non solo le 

HDL e le OxLDL ma anche fosfolipidi, cellule apoptotiche e la proteina amiloide A della 

fase acuta, tutte rilevanti nell’aterogenesi. Oltre alla sua capacità di facilitare il selettivo 

uptake di CE, altri meccanismi tessuto-specifici che contribuiscono alle proprietà 

antiaterogene di SR-BI possono includere: (a) l’attivazione di eNOS, e quindi la 

produzione di ossido nitrico, antiaterogeno, nell’endotelio vascolare (Yuhanna, I.S., et al. 

2001, Li, X.A., et al. 2002); (b) il contributo nel primo step dell’RCT, mediando l’efflusso di 

colesterolo libero (FC) dai tessuti periferici, incluso i macrofagi (Covey, S.D.et al.2003; 

Zhang, W., et al. 2003; Van Eck, M. et al., 2004); (c) induzione di apoptosi nelle cellule 

endoteliali danneggiate (Li, X.A. Guo, 2005); (d) il riconoscimento e la fagocitosi delle 

cellule apoptotiche da parte dei macrofagi incrementando l’azione antiossidante nelle 

cellule dei vasi arteriosi (Goti D., et al. 2001).  

Nel nostro laboratorio a Parigi, sono stati in precedenza creati topi SR-BI knockout 

condizionali, ossia modelli animali nei quali l’espressione di SR-BI può essere alterata in 

specifici tipi cellulari e tessuti, attraverso la tecnologia Cre-LoxP. Esperimenti che hanno 

impiegato questi modelli animali, in particolare topi con specifica delezione epatica di SR-

BI, hanno mostrato che in aggiunta al ruolo ateroprotettivo nel fegato, SR-BI mostra 

proprietà antiaterogene e antinfiammatorie nei tessuti periferici (Huby T. et al., 2006).  

Nelle cellule endoteliali ad esempio, SR-BI facilita l’effetto promodulatorio delle HDL 

sull’ossido nitrico sintasi endoteliale (eNos), aumentando la disponibilità di NO, potente 

molecola segnale (Yuhanna IS., et al., 2001). L’incremento della produzione di NO indotta 

dalle HDL, può essere centrale nella comprensione delle proprietà ateroprotettive delle 

HDL, infatti, la ridotta disponibilità di NO ha un ruolo chiave nella patogenesi di patologie 
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vascolari e aterosclerosi, indotte da ipercolesterolemia.  

SR-BI, inoltre funge da recettore per il virus dell’epatite C ed è necessario per l’infezione 

virale. Di rilevante importanza è l’ipotesi che sia in grado di mediare il legame e l’uptake 

del LPS, il componente principale dei batteri gram negativi; tale affermazione è supportata 

dall’osservazione che i topi mancanti del gene per SR-BI sono più suscettibili alla morte 

indotta da LPS. Alcuni gruppi di ricerca attribuiscono quest’azione all’effetto protettivo di 

SR-BI nell’inibire la tossicità indotta da NO (Li, X.A. et al., 2006). Diversamente il gruppo 

di Lei Cai e colleghi suggerisce che SR-BI protegga dallo stress endotossico, promuovendo 

la produzione di glucocorticoidi e la clearance epatica dell’LPS  (Cai L et al., 2008).  

 

Ruolo delle HDL nella regolazione dell’apoptosi, proliferazione 
e migrazione delle cellule endoteliali. 
 

Apoptosi 
Diverse evidenze mostrano che l’apoptosi delle cellule endoteliali contribuisca alla 

patogenesi dell’aterosclerosi. Inoltre l’alterazione della funzione endoteliale, che culmina 

con un evento coronarico acuto, potrebbe essere mediata, da membrane pro-

trombogene, definite “microparticelle”, rilasciate dalle cellule endoteliali apoptotiche 

(Mallat Z et al., 2000; Martinez MC. et al., 2005). Riguardo il ruolo delle HDL nella 

regolazione dell’apoptosi sono suggeriti diversi meccanismi. Ad esempio si ritiene che le 

HDL siano in grado di prevenire la morte delle cellule endoteliali evitando l’accumulo 

intracellulare di Ca2+  , indotta dalle OxLDL (figura 14). 

Le HDL sono inoltre in grado di inibire l’apoptosi causata dal TNF-α, attraverso la 

regolazione della caspasi 3, componente fondamentale del processo apoptotico (Sugano 

M et all. 2000). Recenti studi suggeriscono invece un potenziale ruolo di SR-BI nella 

regolazione dell’apoptosi. In particolare alcuni ricercatori suggeriscono che in condizioni 

normali prevalga l’azione antiapoptotica dell’NO, mentre in presenza di bassi livelli di HDL, 
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SR-BI possa promuovere la morte cellulare(Li XA et al., 2005).  

 

 

 

Figura 14 Ruolo delle HDL nel promuovere l'integrità del monostrato endoteliale 
 

Proliferazione e Migrazione  

I processi di proliferazione e migrazione delle cellule endoteliali stanno alla base sia della 

neovascolarizzazione sia di un’efficace risposta al danno vascolare. Dal 1980 esistono 

evidenze che le HDL promuovano la proliferazione cellulare ( Tauber JP et al., 1981) 

tramite un meccanismo dipendente dal Ca2+ (Tamagaki T et al., 1996) (figura 14). Recenti 

studi hanno suggerito che il segnale iniziato dallʼinterazione SR-BI-HDL promuova il riparo 

endoteliale, favorendo la migrazione cellulare. Questo effetto sembra sia mediato con un 

meccanismo indipendente dall’ NO che coinvolge l’attivazione della proteina GTPasi RAC; 

un nuovo meccanismo dʼazione legato al ruolo delle HDL sulla salute e sulle patologie 

vascolari (Seetharam D. et al., 2006).   
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E’ ormai assodato l’importante ruolo dell’endotelio nel processo che porta ad aterosclerosi 

e alla formazione della placca aterosclerotica. Esistono consistenti evidenze sperimentali 

che le HDL e il loro principale recettore, SR-BI, conferiscono una certa protezione 

cardiovascolare. SR-BI è il recettore fisiologico delle HDL che facilita il trasporto di 

colesterolo e gioca quindi nei topi, un ruolo chiave nella regolazione dei livelli plasmatici di 

HDL. Inoltre recenti studi, suggeriscono che l’interazione HDL/SR-BI promuova il riparo 

endoteliale.  

Nella ricerca sperimentale scaturisce l’esigenza di isolare le cellule endoteliali, e poter 

determinare l’espressione dei geni; questo per valutare in vivo la risposta di tali cellule in 

seguito al trattamento con diversi stimoli pro o anti infiammatori o in seguito al 

trattamento con farmaci. Lo scopo della ricerca, alla quale ho preso parte presso Hôpital 

de la Pitié, Paris, è stato quello di mettere a punto un protocollo per isolare le cellule 

endoteliali dall’ aorta di topo e valutarne in seguito l’espressione genica. Per la validazione 

abbiamo applicato il nostro metodo a topi iniettati con LPS. In seguito è stato condotto un 

esperimento preliminare su un nuovo modello animale; esso è stato creato per investigare 

lo specifico contributo di SR-BI, espresso nelle cellule endoteliali, nel processo 

aterosclerotico e nell’infiammazione vascolare indotta da stimoli infiammatori e pro-

aterogeni, quali le endotossine e l’ipercolesterolemia.  

Infatti il gruppo di ricerca del professor Huby T., ha recentemente mostrato in un nuovo 

modello animale KO SR-BI condizionale, che in aggiunta al suo ruolo ateroprotettivo nel 

fegato, SR-BI mostra proprietà antiaterogene e antiinfiammatorie nei tessuti periferici 

(Huby T., 2006). Altri studi inoltre, hanno mostrato che SR-BI facilita l’effetto pro-

modulatorio delle HDL nelle cellule endoteliali ma che allo stesso modo, l’interazione tra 

SR-BI-HDL contribuisce al riparo endoteliale, promuovendo la migrazione cellulare 

(Seetharam et al., 2006). Un nuovo meccanismo d’azione che può essere coinvolto 

nell’impatto delle HDL nella salute vascolare. 
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Generazione dei modelli animali utilizzati 

I topi utilizzati sono stai ottenuti in un ceppo suscettibile a sviluppare aterosclerosi 

C57BL/6 già presenti nel nostro laboratorio. I topi condizionali SR-BIflox/flox sono stati creati 

dal dottor Thierry Huby come riportato (Huby T., 2006). In particolare questi topi hanno 

la caratteristica di avere una parte del gene di SR-BI localizzata tra 2 sequenze di 34 bp 

chiamate LoxP, che consistono di due sequenze palindromiche di 13bp fiancheggianti un 

core di 8bp.  

I topi SR-BIKO-ENDO con la delezione specifica di SR-BI nelle cellule endoteliali, sono stati 

ottenuti incrociando i topi SR-BIflox/flox con il modello di topo transgenico TIE2-CRE creato 

dal dottor Masashi Yanagisawa e colleghi (Kisanuki YY, 2001) (figura 15). Quest’ultimo ha 

la caratteristica di esprimere il gene della ricombinasi Cre sotto il controllo del 

promotore/enhacer del recettore della tirosina chinasi Tek, che ha mostrato conferire 

un’espressione uniforme di SR-BI nelle cellule endoteliali durante l’embriogenesi e l’età 

adulta. L’enzima Cre Ricombinasi dal batteriofago P1, excide una sequenze di DNA tra due 

siti LoxP, (nel nostro caso il gene per SR-BI), con un’efficienza veramente elevata sia in 

cellule di mammifero in cultura che in topo (figura 15). Tramite la genotipizzazione 

abbiamo selezionato i topi SR-BIKO ENDO, che mancano dell’espressione del gene per SR-BI 

(SR-BI knock-out condizionale) solo nelle cellule endoteliali, che è invece espresso in tutte 

le altre cellule. 
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Figura 15 Generazione e dei topi SR-BIKO-ENDO 
 

 

 

Isolamento di cellule endoteliali da aorta di topo. 

Materiale 

Ferri chirurgici 

collagenasi Type II (1680 units/mg) (Invitrogen) 

collagenase D ( Roche 2 mg/ml) 

cell strainer 70 um (BD Biosciences) 

PBS 1X 

Buffer (PBS 1X, 0.5% BSA, 2mM EDTA) 

Fc bloking solution (Miltenyi Biotec) 

Biotin anti-mouse CD31 (PECAM1) (eBioscience) 

biotin anti-mouse CD105 (Endoglin) (eBioscience) 
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streptavidin microbeads (Miltenyi Biotec)  

Anti-Mouse CD 45 microbeads (Miltenyi Biotec). 

 

Protocollo 

Nella messa a punto del protocollo per l’isolamento delle cellule endoteliali da aorta di 

topo sono state testate diverse strategie. In particolare, abbiamo impiegato per la 

digestione dell’aorta totale differenti tipi e combinazioni di collagenasi a diversi tempi 

d’incubazione. Abbiamo inoltre applicato il metodo utilizzato per l’isolamento delle cellule 

endoteliali da cordone ombelicale, ma date le ridotte dimensioni dell’aorta di topo questa 

metodica ha portato a scarsi risultati in termini di numero di cellule isolate. 

 

Il protocollo che ha portato a un miglior successo in termini di purezza delle cellule 

isolate, è il seguente: 

   Per ogni esperimento sono stati impiegati 4 topi ed è stato fatto un pool di 4 aorte: 

• Ciascun topo è anestetizzato con O2/isofluorano e eutanizzato mediante 

dislocazione cervicale,  seguita da esposizione della cavità toracica, 

• Incidere l’aorta addominale a livello della biforcazione iliaca e perfondere il cuore 

attraverso il ventricolo sinistro con un flusso costante di PBS 1X fino a quando il 

fegato rimane privo di globuli rossi. 

• Iniettare nell’aorta tramite il ventricolo destro del cuore 0.5ml di Collagenasi Type II 

preriscaldata a 37°C. 

• Rimuovere rapidamente l’aorta con l’aiuto di un microscopio binoculare e incubare 

con Collagenasi D per 40 minuti. 

• Filtrare il lisato cellulare con filtro cell strainer e in seguito lavare con PBS (20 ml/ 4 

aorte). 
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Le cellule endoteliali sono state isolate dalla sospensione cellulare ottenuta in seguito a 

digestione enzimatica di 4 aorte, sfruttando i marcatori di superficie cellulare, per mezzo 

di appositi kit basati sulla tecnologia Magnetic Cell Sorting (MACS, MILTENYI BIOTEC), 

seguendo le istruzioni riportate; fatta eccezione per le fasi di centrifugazione, eseguite a 

400 g per 5 ‘in una centrifuga da tavolo refrigerata a 7 °C. 

La metodica si basa sull’utilizzo di particelle paramagnetiche coniugate con anticorpi 

monoclonali specifici per marcare le popolazioni cellulari di interesse. Queste biglie 

magnetiche hanno una dimensione di circa 50 nm (microbeads), sono biodegradabili e 

non interferiscono sulla vitalità cellulare grazie alla loro composizione di ossido di ferro e 

polisaccaride. Dopo un tempo di incubazione con le biglie attivate, la sospensione cellulare 

viene fatta passare attraverso una colonna porosa posta all’interno di un magnete: in 

questo modo le cellule non marcate attraversano rapidamente la colonna, mentre quelle 

marcate sono trattenute all’interno della stessa dalla forza del campo magnetico. Esse 

vengono eluite rimuovendo la colonna dal magnete. 

La marcatura può essere diretta quando l’anticorpo, specifico per un marker di superficie 

cellulare, è direttamente coniugato alla particella magnetica; oppure indiretta quando le 

cellule vengono marcate con un anticorpo primario biotinilato poi riconosciuto da un 

anticorpo secondario anti-biotina coniugato alla biglia o da, come nel nostro caso, biglie 

coniugate a streptavidina (figura 16).  

 
   Figura 16 Marcatura delle cellule diretta (a) e indiretta (b). 
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Le cellule di interesse posso essere isolate tramite diverse strategie: 

 

1. STRATEGIA DI SELEZIONE POSITIVA  

Le cellule di interesse vengono marcate magneticamente e isolate direttamente come 

frazione cellulare positiva (figura 17). Questa strategia è particolarmente indicata per 

ottenere una popolazione poco rappresentata con elevata purezza. Entrambe le frazioni, 

quella marcata e non, possono essere recuperate e utilizzate.  

 

  Figura 17 Strategia di selezione positiva. 
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Nel nostro caso la marcatura della sospensione cellulare ottenuta mediante digestione 

enzimatica dell’aorta, è stata la seguente : 

 

• Risospendere le cellule in 100 µl  di FC blocking solution in buffer, per 15 minuti, 
 

• aggiungere l’anticorpo biotinilato anti-mouse CD105 e incubare per 15 minuti a 4°C 
 

• dopo aver lavato le cellule con buffer incubare con le biglie associate a streptavidina 
(streptavidin microbeads) 

 
• separare le cellule madiante il Separatore MACS  

 
 
2. STRATEGIA DI DEPLEZIONE (o selezione negativa). 

Con questo metodo vengono marcate magneticamente le cellule non di interesse, così 

facendo la popolazione cellulare voluta fluisce liberamente attraverso la colonna (figura 

18). Una metodica di questo tipo viene utilizzata nei casi in cui è necessaria:  

• la rimozione delle cellule non di interesse;  

• se non è disponibile un anticorpo specifico per le cellule di interesse;  

• per il seguente isolamento di una sottopopolazione cellulare attraverso selezione 

positiva.  

Nel nostro caso abbiamo utilizzato le biglie associate all’anticorpo Anti-Mouse CD 45 (Anti-

Mouse CD 45 microbeads) per cercare di eliminare dal nostro campione la considerevole 

quantità di cellule CD45+, non endoteliali. 
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   Figura 18 Strategia di selezione negativa. 
 

 

 

Citofluorimetria a flusso 

La citofluorimetria di flusso è una tecnologia che permette di misurare simultaneamente 

diverse caratteristiche fisiche di singole particelle, generalmente cellule, quando queste 

attraversano, in un mezzo fluido, un raggio laser incidente.  

Le proprietà misurate sono la dimensione relativa, la complessità interna e la fluorescenza 

relativa dovuta alla marcatura delle cellule con molecole fluorescenti.  

Queste caratteristiche sono determinate usando un sistema ottico-elettronico accoppiato 

che registra come le cellule deviano il raggio laser incidente ed emettono fluorescenza. La 

deviazione della luce e la fluorescenza vengono quindi convertite in impulsi elettronici che 

vengono poi processati dal  computer.  
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Ciascuna cellula che passa attraverso la luce incidente viene registrata come un evento. 

Ciascun evento presenta quindi caratteristiche e parametri basati sulla deviazione della 

luce e sulla fluorescenza. La deviazione del raggio luminoso detto scatter dipende dalla 

dimensione della cellula e dalla complessità interna. I fattori che condizionano lo scatter 

sono la membrana cellulare, il nucleo e il materiale granulomatoso presente nel 

citoplasma.  

Ci sono due tipi di scatter:  

- Forward Scattered light (FSC) che è proporzionale alle dimensioni della cellula.   

- Side Scattered light (SSC) che è invece proporzionale alla granulosità o alla 

complessità interna 

della cellula.  

 Le cellule possono inoltre essere marcate artificialmente per mezzo di fluorocromi. 

Quando questi assorbono energia luminosa questo eccesso di energia viene rilasciato 

come emissione di fluorescenza. I fluorocromi più utilizzati sono:  

-fluoresceina isotiocianato (FITC) che ha il picco massimo di assorbimento a 490 nm  

-ficoeritrina (PE) che ha il picco massimo di assorbimento a 480 nm  

-alloficocianina (APC) assorbe a 650 nm ed emette a 660 nm  

Utilizzando anticorpi coniugati a composti fluorescenti è possibile identificare le singole 

cellule analizzate con il citofluorimetro in base ai marcatori antigenici di superficie 

riconosciuti dall’anticorpo. In una popolazione cellulare mista, quindi, i differenti 

fluorocromi possono essere usati contemporaneamente per identificare diverse 

popolazioni e sottopopolazioni cellulari.  

 

 Caratterizzazione delle cellule endoteliali 

La caratterizzazione delle cellule isolate è effettuata tramite citofluorimetria a flusso 

impiegando marcatori di cellule endoteliali, quali anti-mouse PE-Cy7 CD31 (PECAM-1), 
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Biotin anti-mouse CD105 (Endoglin) (SABiosciences) e Streptavidin PE/CY5.5 (Beckman 

Couter). Per valutare la contaminazione del nostro campione da leucociti abbiamo 

utilizzato anche l’anticorpo marcato FITC Rat Anti-Mouse CD45 (SABiosciences). Per la 

marcatura le cellule sono state incubate per 15 minuti con gli anticorpi, successivamente 

lavate con buffer e lette al citofluorimetro  (FC 500 flow cytometer Beckman Coulter) 

utilizzando il software CXP per l’analisi dei dati. 

 

Purificazione e quantificazione RNA. 

L’RNA è stato purificato mediante l’utilizzo del kit Rneasy Micro Kit (Qiagen) seguendo le 

istruzioni riportate. La quantificazione è avvenuta mediante lettura al NanoDrop (ND 1000 

Thermo Fisher Scientific).  

 

Valutazione dell’espressione di SR-BI. 

Per valutare l’espressione di SR-BI nelle cellule endoteliali isolate dai topi WT, SR-BIflox/flox 

e SR-BIKO ENDO, i rispettivi cDNA, sono stati incubati in presenza dei primer di SR-BI e del 

mix di razione LightCycler ® DNA Master SYBR Green (Roche). La real-time PCR è stata 

condotta utilizzando lo strumento LightCycler LC480 PCR System (Roche). L’espressione 

relativa di SR-BI, è stata calcolata normalizzando i dati con l’espressione del gene di 

riferimento Hprt1 (Hypoxanthine guanine phosphoribosyl transferase 1). I risultati degli 

riportati come media ± SD. La significatività statistica è stata determinata dal test di 

Student utilizzando Graph Pad Prism (GraphPad Sofrware). 
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Curva di sopravvivenza. 

8 topi SR-BIKO ENDO e 8  topi controllo  SRBIflox/flox. sono stati innietati per via 

intraperitoneale, con LPS 30 μg/g di peso. Nei 3 giorni seguenti i topi sono stati monitorati  

e sono state registrate le morti. 

 

 

 Valutazione dell’espressione genica delle cellule 

endoteliali isolate da aorta di topo (PCR Array). 

 
Per la valutazione dell’espressione genica delle cellule endoteliali isolate da un pool di 4 

aorte di topo, abbiamo utilizzato il kit Mouse Endothelial Cell Biology RT² Profiler™ 

(SABiosciences). Esso consiste in un PCR Array, che permette di valutare 

simultaneamente l’espressione di 84 geni connessi alla biologia cellulare endoteliale, 

includendo geni coinvolti nel mantenimento del tono vascolare, nell’angiogenesi, 

nell’attivazione delle cellule endoteliali e nel danno endoteliale. Consiste in una piastra da 

96 pozzetti in cui sono depistati i primer di 84 geni più i primer dei geni di riferimento 

(tabella 4). L’RNA è stato retrotrascrito a cDNA utilizzando il kit RT2 PCR Array First 

Strand Kit (SABiosciences), e in seguito aggiunto ad un mix di reazione, già pronto per 

l’uso, contenente il SYBR GREEN. Una volta depositato il mix nella piastra, abbiamo 

proseguito con la real-time PCR, utilizzando lo strumento LightCycler LC480 PCR System 

(Roche) (figura 19). L’analisi dei dati è stata condotta utilizzando un software di analisi 

dedicato, fornito dalla stessa ditta distributrice del kit (SABiosciences). In particolare i dati 

sono stati normalizzati utilizzando i geni di riferimento, anch’essi presenti all’interno della 

piastra fornita con il kit. Una volta calcolata l’espressione relativa di ogni singolo gene, 

abbiamo confrontato il profilo di espressione dei modelli murini impiegati. I risultati sono 

riportati come numero di volte che un gene è più o meno espresso in un topo rispetto a 
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quello con il quale è stato confrontato (fold regulation). 

 

 

 

                                                               Figura 19. PCR Arrays Kit 
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I geni analizzati possono essere suddivise nelle seguenti funzioni cellulari: 

Tono vascolare 
Angiotensin System: Agt, Agtr1a, Blr1.  
NO System: Nos2, Nos3.  
Prostacyclin System: Ptgis.  
Endothelin System: Ednra.  
Oxidoreductase Activity: Nos2, Nos3, Sod1.  
Regulation of Blood Pressure: Agtr1a, Edn1, Edn2, Ednra, Npr1.  
Regulation of Vasoconstriction: Edn1, Edn2.  
 

Angiogenesi 
Negative Regulation of Angiogenesis: Cxcl4, Plg, Thbs1.  
Positive Regulation of Angiogenesis: Rhob.  
Other Genes Involved in Angiogenesis: Angpt1, Col18a1, Fgf1, Flt1, Itgav, Kdr, Pgf, Serpine1, 
Tek, Vegfa.  
 

Attivazione delle cellule endoteliali 
Adhesion Molecules: Cdh5, Col18a1, Cx3cl1, Fn1, Icam1, Itga5, Itgav, Itgb1, Itgb3, Ocln, 
Pecam1, Rhob, Sele, Sell, Selp, Selplg, Tek, Thbs1, Vcam1.  
Extracellular Matrix (ECM) Molecules: Ace, Adam17, Agt, Angpt1, Casp1, Ccl2, Ccl5, Cdh5, 
Col18a1, Cpb2, Csf2, Cx3cl1, Cxcl1, Cxcl2, Cxcl4, Edn1, Edn2, Fasl (Tnfsf6), Flt1, Fn1, Ifnb1, 
Il11, Il1b, Il3, Il6, Il7, Itga5, Itgb1, Kdr, Mmp1a, Mmp2, Mmp9, Nppb, Npr1, Ocln, Pdgfra, 
Pecam1, Pgf, Plat, Plau, Plg, Ptgis, Sele, Sell, Selp, Selplg, Serpine1, Tek, Tfpi, Tgfb1, Thbd, 
Thbs1, Timp1, Tnfsf10, Vcam1, Vegfa, Vwf.  
Cytokine Activity: Ccl2, Ccl5, Csf2, Cx3cl1, Cxcl1, Cxcl2, Cxcl4, Fasl (Tnfsf6), Ifnb1, Il11, 
Il1b, Il3, Il6, Il7, Tnf, Tnfsf10.  
Thrombin Activity: Anxa5, Ecgf1, Plat, Plau, Plg, Serpine1.  
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) Receptor Activity: Angpt1, Flt1, Kdr, Pdgfra.  
Other Genes Involved in Cell Growth: Bax, Blr1, Casp3, Col18a1, Csf2, Cxcl1, Cxcl4, Ednra, 
Fgf1, Il11, Il1b, Il3, Il6, Il7, Itgav, Itgb1, Itgb3, Kit, Nos2, Pecam1, Pgf, Rhob, Tek, Tgfb1, 
Vegfa.  
 
 

Danno endoteliale:  
Response to Stress: Bax, Bcl2l1, Casp1, Casp3, Ccl2, Ccl5, Csf2, Cx3cl1, Cxcl1, Cxcl2, Cxcl4, 
Fn1, Fas (Tnfrsf6), Fasl (Tnfsf6), Ifnb1, Il1b, Il3, Il6, Il7, Kit, Nos2, Pecam1, Selp, Sod1, 
Tgfb1, Tnf, Tnfsf10.  
Anti-Apoptosis: Bcl2, Bcl2l1, Birc1a, Birc2, Vegfa.  
Caspase Activation: Bax, Casp1, Casp3, Casp6, Cflar.  
Induction of Apoptosis: Bax, Casp1, Casp3, Fas (Tnfrsf6), Plg.  
Other Apoptosis Genes: Bcl2l1, Col18a1, Cradd, Il6, Rhob, Ripk1, Tnfaip3, Tnfsf10, Tnfsf6.  

 

 

Tabella 1 Elenco dei geni analizzati. Elenco, con i nomi per esteso, dei geni analizzati. I geni di riferimento utilizzati 
per la normalizzazione sono evidenziati in giallo. 
 

SIMBOLO NOME 
Ace Angiotensin I converting enzyme (peptidyl-dipeptidase A) 1 
Adam17 A disintegrin and metallopeptidase domain 17 
Agt Angiotensinogen (serpin peptidase inhibitor, clade A, member 8) 
Agtr1a Angiotensin II receptor, type 1a 
Angpt1 Angiopoietin 1 
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Anxa5 Annexin A5 
Bax Bcl2-associated X protein 
Bcl2 B-cell leukemia/lymphoma 2 
Bcl2l1 Bcl2-like 1 
Naip1 NLR family, apoptosis inhibitory protein 1 
Birc2 Baculoviral IAP repeat-containing 2 
Cxcr5 Chemochine (C-X-C motif) receptor 5 
Casp1 Caspase 1 
Casp3 Caspase 3 
Casp6 Caspase 6 
Ccl2 Chemokine (C-C motif) ligand 2 
Ccl5 Chemokine (C-C motif) ligand 5 
Cdh5 Cadherin 5 
Cflar CASP8 and FADD-like apoptosis regulator 
Col18a1 Collagen, type XVIII, alpha 1 
Cpb2 Carboxypeptidase B2 (plasma) 
Cradd CASP2 and RIPK1 domain containing adaptor with death domain 
Csf2 Colony stimulating factor 2 (granulocyte-macrophage) 
Cx3cl1 Chemokine (C-X3-C motif) ligand 1 
Cxcl1 Chemokine (C-X-C motif) ligand 1 
Cxcl2 Chemokine (C-X-C motif) ligand 2 
Pf4 Platelet factor 4 
Tymp Thymidine phosphorylase 
Edn1 Endothelin 1 
Edn2 Endothelin 2 
Ednra Endothelin receptor type A 
Fas Fas (TNF receptor superfamily member 6) 
Fasl Fas ligand (TNF superfamily, member 6) 
Fgf1 Fibroblast growth factor 1 
Flt1 FMS-like tyrosine kinase 1 
Fn1 Fibronectin 1 
Icam1 Intercellular adhesion molecule 1 
Ifnb1 Interferon beta 1, fibroblast 
Il11 Interleukin 11 
Il1b Interleukin 1 beta 
Il3 Interleukin 3 
Il6 Interleukin 6 
Il7 Interleukin 7 
Itga5 Integrin alpha 5 (fibronectin receptor alpha) 
Itgav Integrin alpha V 
Itgb1 Integrin beta 1 (fibronectin receptor beta) 
Itgb3 Integrin beta 3 
Kdr Kinase insert domain protein receptor 
Kit Kit oncogene 
Mmp1a Matrix metallopeptidase 1a (interstitial collagenase) 
Mmp2 Matrix metallopeptidase 2 
Mmp9 Matrix metallopeptidase 9 
Nos2 Nitric oxide synthase 2, inducible 
Nos3 Nitric oxide synthase 3, endothelial cell 
Nppb Natriuretic peptide precursor type B 
Npr1 Natriuretic peptide receptor 1 
Ocln Occludin 
Pdgfra Platelet derived growth factor receptor, alpha polypeptide 
Pecam1 Platelet/endothelial cell adhesion molecule 1 
Pgf Placental growth factor 
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Plat Plasminogen activator, tissue 
Plau Plasminogen activator, urokinase 
Plg Plasminogen 
Ptgis Prostaglandin I2 (prostacyclin) synthase 
Rhob Ras homolog gene family, member B 
Ripk1 Receptor (TNFRSF)-interacting serine-threonine kinase 1 
Sele Selectin, endothelial cell 
Sell Selectin, lymphocyte 
Selp Selectin, platelet 
Selplg Selectin, platelet (p-selectin) ligand 
Serpine1 Serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade E, member 1 
Sod1 Superoxide dismutase 1, soluble 
Tek Endothelial-specific receptor tyrosine kinase 
Tfpi Tissue factor pathway inhibitor 
Tgfb1 Transforming growth factor, beta 1 
Thbd Thrombomodulin 
Thbs1 Thrombospondin 1 
Timp1 Tissue inhibitor of metalloproteinase 1 
Tnf Tumor necrosis factor 
Tnfaip3 Tumor necrosis factor, alpha-induced protein 3 
Tnfsf10 Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 10 
Vcam1 Vascular cell adhesion molecule 1 
Vegfa Vascular endothelial growth factor A 
Vwf Von Willebrand factor homolog 
Gusb Glucuronidase, beta 
Hprt1 Hypoxanthine guanine phosphoribosyl transferase 1 
Hsp90ab1 Heat shock protein 90 alpha (cytosolic), class B member 1 
Gapdh Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
Actb Actin, beta 
 

 

 

Disegni sperimentali. 

E’ stata valutata l’espressione di geni coinvolti nell’infiammazione endoteliale, nelle cellule 

endoteliali isolate da topi impiegati in due disegni sperimentali, quali: 

• 8 topi WT, sono stati iniettati con LPS 5µg/g di peso mentre 16 topi WT sono stati 

iniettati con PBS e dopo 12 ore sacrificati. 

• 8 topi WT , 8 topi SR-BIflox/flox e 8 topi SR-BIKO ENDO  sono stai iniettati con LPS 5µg/g 

di peso, e dopo 12 ore sacrificati. 
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E’ ormai assodato l’importante ruolo dell’endotelio nel complesso processo che porta ad 

aterosclerosi e alla formazione della placca. Nasce a tale proposito l’esigenza di poter 

isolare le cellule endoteliali, e valutarne l’espressione genica, allo scopo di studiare il ruolo 

dei diversi attori che mediano la disfunzione endoteliale; tale strategia può essere 

impiegata per valutare in vivo la risposta dell’endotelio, in seguito al trattamento con 

diversi stimoli pro o anti infiammatori o in seguito al trattamento con farmaci. 

 

Messa a punto del protocollo per l’isolamento 
delle cellule endoteliali da aorta di topo. 

 
Il primo obiettivo del nostro studio, è stato quello di definire un protocollo per isolare le 

cellule endoteliali primarie dall’aorta di topo. Le comuni tecniche di isolamento di cellule 

endoteliali da aorte di bue o maiale, o da vasi umani, prevedono l’utilizzo della 

dissociazione enzimatica (Feder et al. 1983; Folkman et al. 1979) o la rimozione fisica 

tramite il raschiamento della tonaca intima. Al contrario l’isolamento di cellule endoteliali 

da aorta di animali più piccoli come il topo, è molto difficoltosa. Queste cellule, sono infatti 

molto resistenti al trattamento enzimatico, e, a causa delle piccole dimensioni del vaso, la 

rimozione meccanica risulta piuttosto difficile. Inoltre la maggior parte dei protocolli 

pubblicati per l’isolamento delle cellule endoteliali prevede la messa in coltura delle cellule 

al termine della purificazione (Lim YC et al., 2003; Marelli-Berg FM et al., 2000). Questo 

tipo di approccio non poteva essere da noi adottato, poiché il nostro scopo era valutare in 

vivo, l’effetto di diversi stimoli pro-infiammatori, o del trattamento con farmaci. Avevamo 

quindi la necessità di purificare l’RNA immediatamente dopo l’isolamento; questo per 

procedere quindi con la valutazione dell’espressione genica. Avevamo pertanto l’esigenza, 

di avere un numero di cellule tali, da purificare una quantità sufficiente di RNA, per 

eseguire tutte le analisi. 
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Nella messa a punto del protocollo per l’isolamento delle cellule endoteliali da aorta di 

topo sono state testate diverse strategie. In particolare, abbiamo impiegato per la 

digestione dell’aorta, differenti tipi e combinazioni di collagenasi, a diversi tempi 

d’incubazione. Abbiamo inoltre provato il metodo utilizzato per l’isolamento delle cellule 

endoteliali umane isolate da cordone ombelicale, ma date le ridotte dimensioni dell’aorta 

di topo, questa metodica ha portato a scarsi risultati in termini di numero di cellule isolate. 

Il protocollo da noi individuato come ottimale, consiste in una prima digestione dell’aorta 

con Collagenasi di tipo I, iniettata attraverso il ventricolo destro, seguita da una digestione 

totale dell’aorta in Collagenasi D. Questo metodo ci permette di mettere a contatto 

l’enzima collagenasi con lo strato di cellule endoteliali dell’intima, massimizzando l’azione 

dell’enzima. Ciò evita per di più, di utilizzare mezzi meccanici per aprire l’aorta, rischiando 

di ledere il tessuto, e permette una digestione più efficiente in un tempo abbastanza 

ridotto, riducendo in questo modo la mortalità cellulare. Nel nostro metodo, per ottenere 

un numero di cellule sufficiente per valutare in seguito l’espressione genica, è stato 

necessario digerire enzimaticamente un pool di 4 aorte.  

 

Caratterizzazione delle cellule endoteliali. 

Al termine di ogni test, per valutare la qualità del nostro metodo in termini di purezza 

delle cellule endoteliali isolate, abbiamo caratterizzato al citofluorimetro, la sospensione 

cellulare ottenuta; questo sfruttando i marcatori espressi sulla membrana delle cellule. In 

particolare abbiamo utilizzato gli anticorpi anti CD31 (PECAM1) e anti CD 105 (Endoglina), 

entrambi markers di cellule endoteliali, utilizzati nella maggior parte dei protocolli per 

l’isolamento e caratterizzazione di tali cellule (Browning AC et al., 2005; Lim YC et al., 

2003; Marelli-Berg FM et al., 2000), e l’anticorpo CD 45 per valutare la presenza nel 

nostro campione della contaminazione da parte dei leucociti.  

Caratterizzando al citofluorimetro le cellule ottenute da una digestione totale dell’aorta, 
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osservando la figura 20, circa il 10 % delle cellule sono CD31+ mentre un 42% sono 

cellule CD45+. Per avere una popolazione maggiormente pura, abbiamo impiegato, sulla 

sospensione cellulare ottenuta in seguito a digestione enzimatica, la selezione positiva 

delle cellule endoteliali sfruttando la tecnologia del Magnetic Cell Sorting. 

 

 
 

Figura 20. Caratterizzazione delle cellule isolate dall’aorta di topo mediante Magnetic Cell Sorting  
 
 
 
 
 
 

In breve questa tecnica permette di isolare definite popolazioni cellulari tramite l’impiego 

di biglie magnetiche associate a marcatori di membrana, specifici per determinate 

popolazioni cellulari. Nel nostro caso abbiamo utilizzato le biglie associate all’anticorpo 

CD31. In seguito alla selezione le cellule sono state caratterizzate al FACS; la figura 21 

mostra come grazie a questa metodologia, abbiamo arricchito il nostro campione in cellule 

endoteliali (53%); nonostante ciò, era presente ancora una forte contaminazione di altri 

tipi cellulari, in modo particolare delle cellule CD45+ (figura 21). 
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Figura 21 Caratterizzazione delle cellule endoteliali isolate dall’aorta di topo, mediante selezione 

positiva delle cellule CD31 +, tramite Magnetic Cell Sorting 
 

Allo scopo di ridurre ulteriormente la presenza dei leucociti (CD45+) abbiamo adottato 2 

strategie.  

La prima è stata quella di applicare una selezione negativa sfruttando sempre la 

tecnologia del Magnetic Cell Sorting. In questo modo inizialmente abbiamo cercato di 

eliminare dal nostro campione tutte le cellule CD45+, in un secondo momento invece 

abbiamo selezionato, come in precedenza le cellule CD31+.  

Nella seconda metodologia, abbiamo variato il marcatore di cellule endoteliali, scegliendo 

il CD105  (endoglina) altro marker di cellule endoteliali, al posto del CD31, per la selezione 

positiva con le biglie. 

 Il primo metodo è stato immediatamente abbandonato poiché la moltitudine dei passaggi 

sperimentali richiesti, ha determinato una drastica perdita di campione di cellule 

endoteliali. 

Con le biglie associate al marcatore CD105, siamo invece riusciti ad ottenere un campione 

cellulare con una purezza di circa l’80% in cellule endoteliali (figura 22). 

CD31 
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Figura 22. Caratterizzazione delle cellule endoteliali isolate dall’aorta di topo, mediante selezione 

positiva delle cellule CD105 +, tramite Magnetic Cell Sorting. 
 

 

 

 

Validazione del metodo. 
Per avere un’ulteriore prova che le cellule isolate fossero endoteliali, abbiamo applicato la 

metodica di isolamento individuata, ad un nuovo modello murino creato nel nostro 

laboratorio, il topo SR-BIKO-ENDO . Esso è caratterizzato dalla delezione specifica di SR-BI 

nelle cellule endoteliali. Questo modello è stato ottenuto mediante tecnologia Cre-LoxP, 

incrociando i topi SR-BIflox/flox con il modello di topo transgenico TIE2-CRE creato dal 

dottor Masashi Yanagisawa e colleghi (Kisanuki YY, 2001). Quest’ultimo ha la 

caratteristica di esprimere il gene dell’enzima ricombinasi Cre, sotto il controllo del 

promotore/enhacer del recettore della tirosina chinasi Tek, che ha mostrato conferire 

un’espressione uniforme di SR-BI nelle cellule endoteliali durante l’embriogenesi e l’età 

adulta. La ricombinasi Cre espressa nel topo TIE2-CRE, ha la capacità di excidere il 

frammento del gene di SR-BI, localizzato nel topo SR-BIflox/flox creato in precedenza nel 
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nostro laboratorio, tra 2 sequenze denominate appunto LoxP. 

Una volta isolate le cellule endoteliali dai i topi WT, SR-BIKO-ENDO e SR-BIflox/flox abbiamo 

valutato, mediante real time PCR l’espressione di SR-BI. La figura 23 mostra una 

diminuzione importante di SR-BI nelle cellule isolate dai topi SR-BIflox/flox, e una quasi 

assenza di espressione nei topi SR-BIKO-ENDO ; questo ci fornisce un’ulteriore conferma che 

il metodo da noi messo a punto è in grado di isolare le cellule endoteliali. La riduzione di 

SR-BI nelle cellule endoteliali isolate dai topi SR-BIflox/flox era già stata osservata in 

precedenza nel nostro laboratorio, tuttavia, non è ancora stata individuata l’origine, 

probabilmente è dovuta al fatto che il sito LoxP inserito nella regione della porzione 5’-

UTR del gene di SR-BI introduce una tipica struttura hairpin nel RNA trascritto (Huby T., 

2006). 

 
Figura 23. Valutazione dell'espressione relativa di SR-BI nelle cellule endoteliali isolate dai tre modelli animali 
utilizzati. La RT-PCR è stata condotta come descritto nella sezione Materiali e metodi, a partire dal cDNA isolato dai 
topi WT,  SR-BIflox/flox e SR-BIKO-ENDO.  I dati sono espressi come valori medi ± SD (n=5). * p = 0,0114 WT vs FLOX,  ** 
p = 0.0061 WT vs KO ENDO, # p = 0.0081 FLOX vs KO ENDO. 
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Mortalità indotta da LPS. 
 
Le cellule endoteliali isolate dai topi con una delezione specifica di SR-BI rappresentano 

un buon modello per studiare il ruolo di SR-BI nella risposta endoteliale, in seguito a 

stimoli pro infiammatori. In particolare alcuni studi suggeriscono che SR-BI sia in grado di 

mediare il legame e l’uptake del LPS, componente principale dei batteri gram negativi; 

tale affermazione è supportata dall’osservazione che i topi knock-out per SR-BI, a 

differenza dei  topi controllo, muoiono più precocemente in seguito a iniezione con 

lipopolisaccaride LPS. Alcuni gruppi di ricerca attribuiscono quest’azione all’effetto 

protettivo di SR-BI nell’inibire la tossicità indotta da NO (Li X.A. et al., 2006). 

Diversamente il gruppo di Lei Cai e colleghi suggerisce che SR-BI protegga dallo stress 

endotossico, promuovendo la produzione di glucocorticoidi e la clearance epatica dell’LPS  

(Cai L et al., 2008).  

Inizialmente abbiamo voluto vedere se il nuovo modello murino SR-BIKO ENDO, fosse 

suscettibile allo stress endotossico; per valutare quindi se SR-BI espresso nelle cellule 

endoteliali, conferisse una certa protezione nei confronti della morte indotta da LPS, 

osservata nei topi SR-BI Knock-out. A questo proposito i topi SR-BIKO ENDO e i topi controllo 

SR-BIKO ENDO, sono stati iniettati per via intraperitoneale con 30 μg/g di peso di LPS. Nei 

tre giorni successivi sono state monitorate le condizioni dei topi e annotato le morti. 
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Figura 24. Curva di sopravvivenza. Curva di sopravvivenza calcolata registrando le morti in seguito a 
iniezione intraperitoneale di LPS 30 μg/g di peso, a 8 topi SR-BIKO ENDO e a 8  topi controllo  SRBIflox/flox.. 

 

 

La curva di sopravvivenza, mostrata in figura 24 non evidenza nessuna differenza tra i 

due modelli di animali in merito alla risposta allo shock endotossico. Questo risultato 

indica che SR-BI espresso in modo specifico nelle cellule endoteliali, non è direttamente e 

unicamente coinvolto nei meccanismi che proteggono dalla morte indotta da LPS. Tuttavia 

questo non esclude che SR-BI possa cooperare alla modulazione della risposta 

infiammatoria, innescata dall’endotossina batterica, contribuendo alla protezione nei 

confronti dello shock endotossico, già precedentemente descritta (Cai L et al., 2008).  

Date queste premesse nasce la necessità di valutare in modo specifico la risposta 

infiammatoria allo shock endotossico delle cellule endoteliali, in presenza o meno di SR-

BI. 
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Profilo di espressione genica delle cellule endoteliali 
isolate da aorta di topo. 

 
Inizialmente abbiamo valutato l’espressione genica delle cellule endoteliali isolate da topi 

WT stimolati o meno con LPS 5 ug/g di peso corporeo; questo per verificare che il 

protocollo dai noi definito fosse idoneo per apprezzare variazioni sul profilo 

dell’espressione genica indotte da LPS. A tale scopo abbiamo impiegato uno specifico kit 

di PCR array, che permette di analizzare l’espressione di più geni contemporaneamente, 

scegliendo un pannello di geni coinvolti nella biologia delle cellule endoteliali (tabella 1 A) 

Successivamente, in uno studio preliminare abbiamo applicato lo stesso protocollo 

sperimentale ai topi  SR-BIKO ENDO e da topi SR-BIflox/flox  per valutare il contributo di SR-BI 

nella risposta infiammatoria indotta da LPS.. 

Una volta calcolata l’espressione relativa di ogni singolo gene, abbiamo confrontato il 

profilo di espressione dei modelli murini impiegati. I dati nella tabella 1 sono riportati 

come numero di volte che un gene è più o meno espresso in un topo rispetto a quello con 

il quale è stato confrontato. 

In condizioni di sepsi l’iperattivazione della risposta immunitaria porta ad una eccessiva 

produzione di molteplici citochine pro infiammatorie, e al danno cellulare. A tale proposito 

è riportato che nell’endotelio, l’esposizione a LPS, incrementa l’espressione dell’enzima NO 

sintetasi inducibile (NOS), (Morikawa A, et al., 2000) così come all’espressione di molecole 

di adesione quali VCAM1, e ICAM1 (Ulbrich H, et al., 2003). Inoltre è sempre più 

accreditata l’idea che l’LPS induca l’espressione di altri mediatori dell’infiammazione quali l’ 

IL-1β, il TNF-α e l’IFN-γ (Dauphinee SM and A Karsan. 2006).   

Nonostante sia necessario confermare ogni dato con una specifica qPRC, l’osservazione 

nei topi WT iniettati con LPS, diversamente dai i topi non trattati, vengano indotti anche i 

geni sopracitati, coinvolti nell’infiammazione , mostra che il nostro protocollo è in grado di 

apprezzare e rivelare la risposta infiammatori endoteliale in seguito a stress endotossico 
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(tabella 1 colonna A).  

Sebbene lo studio preliminare non abbia mostrato differenze tra i modelli murini SR-BIKO 

ENDO e da topi SR-BIflox/flox, (tabella 5 colonna B), la coerenza del profilo di espressione 

sottolinea la riproducibilità del nostro metodo. Tuttavia la sensibilità del mostro protocollo 

potrebbe essere non sufficiente ad apprezzare le sottili differenze nella risposta 

infiammatoria, determinate dalla presenza o meno di SR-BI nelle cellule endoteliali. Sono 

quindi necessari altri esperimenti per ottimizzare il metodo; per esempio in termini di dose 

e tempo di somministrazione dell’LPS; la concentrazione da noi utilizzata infatti, potrebbe 

essere stata troppo elevata da indurre una risposta infiammatoria esagerata che ha 

impedito di apprezzare le differenze tra i due modelli di topo. 

In ogni caso il protocollo da noi messo a punto per l’isolamento delle cellule endoteliali, 

può rappresentare un buon modello per studiare in vivo la risposta endoteliale in seguito 

all’esposizione degli animali a stimoli farmacologici e non farmacologici, pro o 

antiinfiammatori. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabella 2 (pagine seguenti) Profilo di espressione genica delle cellule endoteliali isolate da aorta di topo. 
Nella colonna A abbiamo confrontato l’espressione genica relativa, delle cellule endoteliali isolate da topo 
WT iniettato con LPS 5 ug/g di peso con quella delle cellule endoteliali dei topo WT non trattati. Nella 
colonna B invece abbiamo confrontato l’espressione relativa, in seguito a stimolazione con LPS 5 ug/g di 
peso, delle cellule endoteliali dei topi SR-BIKO ENDO e topi SR-BIflox/flox  con  quello delle cellule endoteliali 
dei topi WT ; infine abbiamo confrontato l’espressione genica relativa, in seguito a stimolazione con LPS 5 
ug/g di peso, delle cellule endoteliali isolate dai topi SR-BIKO ENDO con quella delle cellule endoteliali dei topi 
SR-BIflox/flox . I risultati sono riportati come numero di volte (fold regulation), che un gene è più o meno 
espresso in un topo rispetto a quello con il quale è stato confrontato. In colore rosso abbiamo evidenziato un 
fold regulation  >4(+++) in rosa un fold regulation >2 (+), in verde chiaro un fold regulation  <2 (-) e in verde 
più scuro un fold regulation < 4 (---). 
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Tabella 5 
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Continuo tabella 5 
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