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LAVORO ORIGINALE

Ruolo della migrazione cellulare nella patogenes
dell’artrite reumatoide: studi in vivo in topi SCID
trapiantati con membrana sinoviale umana*

Role of cell migration in the pathogenesis of rheumatoid arthritis:
in vivo studiesin SCID mice transplanted with human synovial membrane
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SUMMARY

Objective: adhesion mechanisms play a central rolein the recruitment of |eukocyteswhich characteristically infiltrate
rheumatoid synovium. Therefore, we adapted an animal model, in which human rheumatoid synoviumwas transplanted
into severe combined immunodeficient (SCID) mice, to study the effects of Tumor Necrosis Factor-a (TNF-a) in mod-
ulating leukocyte migration and to investigate the chemotactic potential of Stromal Derived Factor-1a (SDF-1a).
Materials and Methods: human synovium samples, obtained from patients undergoing joint replacement, were divid-
ed into two parts. One was analysed by immunohistology and the other was implanted subcutaneously into SCID mice
under general anaesthesia. Four weeks post-transplantation, grafts were injected with optimal dose of SDF-1, TNF-a
or saline (negative control). At the same time, animals were injected iv with fluorescently labelled cells. 48 hours | at-
er mice were sacrificed and grafts removed for cryo-hystology. The number of cells migrating to the grafts was de-
termined by UV-microscopy and the results expressed as cells per high power field.

Results and Conclusions: in these studies we provide the evidence that: 1) the animal model, in which human tissues
are grafted into SCID mice, can be used to study cell migration under controlled experimental conditions (1); 2) di-
rect intragraft injection of TNF-a increases lymphocytes migration and up-regulates the expression of human adhe-
sion molecules (CAMs) (1) and 3) SDF-1a injected intragraft increases the migration of the pro-myel o-monocytic U937
cellsto synovial transplants, even more efficiently than TNF-a, but without modifications of CAMS' expression (2).

INTRODUZIONE

artrite reumatoide (AR) € una patologia in-

fiammatoria caratterizzata da una polisinovite
cronica. Istologicamente, la membrana sinoviale
(MS) reumatoide evidenziafenomeni di neoangio-
genesi, ispessimento del lining ed uninfiltrato cel-
lulare costituito prevalentemente da macrofagi,
linfociti T attivati (CD45RO+, HLA-DR+) (3-5),
linfociti B e plasmacellule. Laformazione dell’in-
filtrato infiammatorio, ritenuto fondamentale nel
mantenimento e nella progressione del processo
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patol ogico, richiede una serie di passaggi coordi-
nati che coinvolgono interazioni sequenziali tra i
leucociti, I’ endotelio elamatrice extracel lularetis-
sutale (4, 6-8). Tdi interazioni portano allo strava-
so ed alaritenzione locale di cellule preferenzial-
mente di naturalinfocitaria e monocitaria (4, 6-8).
A livello molecolare, il processo di migrazioneleu-
cocitaria prevede quattro fasi. Nellaprima (fase di
“rolling”) intervengono legami transitori, a bassa
affinita’ tra molecole glicoproteiche leucocitarie
ed endoteliali (P- ed E-seletting), che permettono
un rallentamento nella velocita di scorrimento del
leucociti nel distretto microcircolatorio (9-11). Nel-
la seconda e terza fase (attivazione e ferma ade-
sione) s hal’arresto dei leucociti sulla superficie
endoteliale grazie alastabilizzazione di legami tra
le integrine leucocitarie, attivate da chemochine
(CK) e gli specifici ligandi endoteliai (12). La
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guarta fase, infine (diapedesi), prevede il passag-
gio dei leucociti attraverso le cellule endoteliai e
la membrana basale. Durante il processo infiam-
matorio, vengono prodotti numerosi fattori (ad
esempio il TNF-a) capaci di indurre un aumento
dell’ espressione delle molecol e di adesione vasco-
lari, o di attivare le integrine (come le CK), indu-
cendo la cascatadi eventi che portaallatrasmigra-
zione delle cellule nel tessuti (13-17).

Al finedi analizzarei meccanismi di adesione e mi-
grazione cellulare nell’uomo abbiamo realizzato
un modello animal e che permette, tramite trapian-
tointopi immunodeficenti (SCID), lo studio di tes-
suti umani in vivo senza problematiche di rigetto.
Abbiamo dimostrato chei tessuti umani trapianta-
ti rimangono vitali, vengono coinvolti da processi
di neovascol arizzazione murina con laformazione
di anastomosi traquestaeil sistemavascolare uma-
no e mantengono immodificate le caratteristiche
strutturali basali del tessuto originale. E stato quin-
di possibile, tramite iniezione endovenosa ndl’ ani-
male di cellule umane marcate, effettuare lo studio
della migrazione- cellulare nel tessuti trapiantati, in
condizioni basali edopo stimolazionedel tessuto tra
piantato con citochine o CK. In particolare, il nostro
interesse si efocalizzato sugli effetti del TNF-a sul-
la migrazione linfocitaria e su quelli chemotattici
dell’ SDF-1a sui macrofagi (1-2-18).

MATERIALI E METODI

Casistica: pazienti affetti da AR, diagnosticata se-
condoi criteri dell’ ACR (19), che necessitavano in-
terventi di artroprotesi, sono stati reclutati dagli
ambulatori di reumatologia degli ospedali Guy’s,
King's e Lewisham. Tutte le procedure, approvate
dal comitato etico, sono state eseguite su consen-
so informato del paziente.

Cellule: sono stati utilizzati linfociti umani separati
da sangue periferico per gradiente di densita e la
linea cellulare U937 come modello di differenzia-
zione in vitro del monociti-macrofagi (20).
Colonie di Topi Beige SCID: una colonia di topi
Beige SCID C.B-17 é stata mantenuta in condi-
zioni sterili negli stabulari del Kings College (St.
Thomas Campus).

Sudio in vivo: i tessuti (delle dimensioni di circa
0.5 cm®) sono stati congelati in DMSO (Sigma) in
fetal caf serum (FCS) inattivato a calore (PAA
Labs GmbH, Linz, Austria) e conservati in azoto
liquido fino a trapianto (18); sono stati successi-
vamente tolti dall’ azoto liquido, immediatamente

prima dell’ intervento, lavati in soluzione salina e
posti in garza sterile imbevuta della medesima so-
luzione di lavaggio. Previa anestesia con iniezione
intraperitoneale di 0.2 ml Dormitor e 0.1 ml Keta-
mine, sono state eff ettuate due piccoleincisioni sul
dorso dei topi (di 4-6 settimane di etd) in sede re-
troauricolare eil tessuto sinovialeinserito sottocu-
te. La ferita & stata suturata con filo riassorbibile
(Ethicon) (18). Il completo attecchimento dei tra-
pianti veniva realizzato dopo 4 settimane (1). Do-
po questo periodo, le cellule pro-mielo-monociti-
che umane venivano lavate e risospesein PBS sen-
za siero per la marcatura. Le céllule venivano in-
cubate con il colorante PKH26 (Sigma) a tempe-
ratura ambiente, alla concentrazione di 100ml per
20x10° cellulein 5ml di diluente per 2 minuti bloc-
cando lareazione tramite I’ aggiunta di FCS inatti-
vato. Le cellule venivano quindi lavate due volte,
per rimuovereil colorante non legato erisospesein
PBS sterile (pH 7.6) alla concentrazione di 50x10°
cellule /ml. La vitalita delle cellule, determinata
con trypan blue, risultatava in ogni esperimento
maggiore del 95%. L’efficacia del legame del
PKH26 ¢ stata confermata primadel trapianto esa-
minando una preparazione a fresco delle cellule
U937 a microscopio afluorescenza. 5x10° cellule
per animale sono state iniettate ev nellavenadella
coda e, contemporaneamente unadose di 100 W di
SDF-1a (Peprotech,EC), TNF-a (Genzyme) 0 so-
luzione salina (controllo negativo) venivano iniet-
tata nel trapianto. Dopo 48 ore gli animali veniva-
no sacrificati, i trapianti rimossi, ricoperti in OCT
compound (OCT, Miles, CA), congelati rapida-
mente in azoto liquido raffreddato in isopentano
(BDH) e conservati a —70° C fino a momento
dell’analisi. La valutazione della vitalita del tra-
pianto é stata fatta sia macroscopi camente che mi-
croscopicamente su sezioni tagliate a criostato, fis-
sate in acetone e colorate con blu di toluidina. La
migrazione cellulare é stata quantificata con
un’ analisi numerica effettuata tramite microscopio
a fluorescenza (Olympus BX-60). | risultati sono
stati espressi come mediadel numero di cellule po-
sitive alla colorazione con PKH26 identificate per
campo microscopico (x40) di tessuto esaminato.
Per ogni tipo di trattamento (soluzione salina,
TNFa, SDF-1a) sono stati studiati almeno 3 ani-
mali e per ogni trapianto sono state analizzate al-
meno tre sezioni criostatiche non consecutive. Ap-
prossi mativamente sono stati contati 100 campi per
ogni trapianto (Fig. 1).

Analisi Statistica: i risultati sono stati espressi co-
me media+ SEM del numero di cellule contate per
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Figura 1 - Schema dello
studio eseguito utilizzando
topi SCID per I'analisi in vi-
vo della migrazione cellu-
lare nella MS reumatoide.

Immunoistochimica

Campioni di membrana
sinoviale reumatoide

i

. Linee cellulari marcate
Trapianto PKH26 iniettate ev
in topi SCID |

/

/

TNF-a, SDF-1 o sol. salina
iniettate nel trapianto

come media del numero di cellule PKH26
positive contate per campo utilizzando

Analisi della migrazione cellulare

un microscopio a fluorescenza
ad un ingrandimento x40

campo. Per I'analisi statistica con test non para-
metrici € stato utilizzato il programma statistico
SigmaStat 2.0 (Jandel Scientific). Inizialmente so-
no stati utilizzati il Kruskal Wallis, ANOVA non
parametrico o I'analisi della varianza a una via.
Successivamente i test di significativita statistica
sono stati condotti usando il confronto multiplo di
Dunn per dati non parametrici o il test di Dunnett
per dati parametrici.

RISULTATI

La prima parte del nostro studio & stata dedicata
alla validazione del modello-sperimentale. E sta-
to dimostrato che i trapianti di MS umana attec-
chiscono e rimangono vitali nell’animale SCID
come dimostrato da esame macro e microscopico
del tessuto (1). In aggiunta, abbiamo evidenziato,
alivello del trapianti, fenomeni di neovascolariz-
zazione murina e rilevato la presenza di anasto-
mosi tra quest’ ultima e la componente vascolare
umana. Questo & stato possibile con tecniche di
immunoistochimica, utilizzando anticorpi mono-
clonai (mAb) specifici per le due componenti (an-
ti-human VWFVIII e anti-murine CD31). Al fine
di valutare lapervietadelle anastomosi alcuni ani-
mali venivano iniettati endovena con cellule mar-
cate con un colorante dotato di fluorescenza

(PKH26) ed dtri con anti-human ICAM-1 bioti-
nilato o con un Ab di controllo (MOPC21), in mo-
do da ottenere unareazione colorimetrica aggiun-
gendo direttamente il substrato (ABCcomplex)
(1). Questo ha permesso di dimostrare che la rete
vascolare del topo entra in connessione con quel-
la del trapianto, la quale mantiene la capacita di
esprimere CAMs umane. In particolare, sempre
avvalendoci di tecniche di immunistochimica, &
stato dimostrato che le CAMSs nelle quattro setti-
mane dopo il trapianto subiscono una*® downregu-
lation”, mentre in seguito alla stimolazione, me-
diante iniezione diretta nel trapianto di TNF-a,
vanno incontro ad una “upregulation” (1).

A questo punto, dopo aver dimostrato il manteni-
mento da parte del tessuto sinoviale trapiantato
delle capacita funzionali del tessuto originale, il
modello é stato utilizzato per lo studio dei feno-
meni che regolano lamigrazione dei leucociti nel-
laMS.

In particolare, abbiamo indagato I’ effetto del TNF-a
sul reclutamento dei linfociti umani. Nei trapianti
di MS é stato iniettato TNF-a 0 soluzione salina,
mentre linfociti umani marcati con colorante fluo-
rescente rosso PKH26 sono stati iniettati endove-
na nella coda del topo. | trapianti sono stati suc-
cessivamente analizzati con tecniche di immunoi-
stochimica. Questo ci hapermesso di dimostrare un
significativo aumento della migrazione cellulare
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nei trapianti trattati con TNF-a determinato dauna
regolazione positiva sull’ espressione delle CAMs,
in particolare di ICAM-1 (1).

Successivamente abbiamo indagato |’ azione che-
motattica della CK SDF-1a nei confronti dei ma-
crofagi. Questa CK, capace di indurre fenomeni di
neogenesi vascolare e di mobilizzare i precursori
ematopoietici dal midollo (21-22), é stata ritrova-
ta in abbondante quantita nella MS reumatoide
(23). Inoltre, e stato recentemente dimostrato co-
me il TGFb contenuto nel liquido sinoviale siain
grado di indurre |’ aumento dell’ espressione di CX-
CR4 (recettore specifico per I' SDF-1a) sulle cel-
lule T, regolando in vitro I’ adesione integrina di-
pendente (24). Per questo motivo abbiamo utiliz-
zato il nostro modello animale, stimolando il tra-
pianto con SDF-1a o con soluzione salina come
controllo, ed iniettando e.v. nell’animale cellule
U937 (2). Abbiamo dimostrato che I' SDF-1a in-
duce un significativo aumento della migrazione di
cellule U937 invivo, in modo dose dipendente. Ad
una successivaanalisi immunoistochimicadel tra-
pianti, abbiamo poi evidenziato che questo non era

RIASSUNTO

associato ad un aumento di espressione delle
CAMSs, ma probabilmente ad un meccanismo di
gradiente diretto (2).

CONCLUSIONI

| topi SCID, grazie ad una mutazione autosomica
recessivaidentificatasul cromosoma 16, hanno al-
terazioni nella linea linfoide che si manifestano
come mancanzadei linfociti T e B. Per questaca
ratteristica sono stati utilizzati precedentemente
nello studio in vivo di malattie autoimmuni (25-
27). In conclusione, riteniamo chel’ utilizzo di to-
pi SCID, trapiantati con tessuti umani, sianon so-
lo un modello riproducibile per lo studio in vivo
dei processi patologici che avvengono nellaMS-
AR, ma anche un approccio ottimale per ottenere
nuovi dati morfologici e funzionali sul ruolo gio-
cato dalle citochine, nella regolazione della mi-
grazione organo-specifica per identificare e stu-
diare nuovi bersagli terapeutici nel trattamento del-
lamalattia (18).

Scopo dello studio: i meccanismi di adesione e migrazione cellulare giocano un ruolo centrale nella patogenesi delle
mal attie infiammatorie croniche come |a artrite reumatoide (AR). Pertanto abbiamo messo a punto un modello ani-
male, in cui laMS reumatoide € stata trapiantata in topi SCID, per studiarein vivo gli effetti del TNF-a nel regolare
la migrazione leucocitaria e per valutare il potere chemotattico dell’ SDF-1a.

Materiali e metodi: campioni di MS reumatoide, ottenuti da pazienti sottoposti ad interventi di artroprotesi, sono sta-
ti divisi in due parti. Una ¢ stata assegnata allo studio istologico del tessuto originale ed una e stata trapiantata sotto-
cute in topi SCID. Quattro settimane dopo, una dose di SDF-1a, TNF-a o soluzione salina (controllo negativo) e sta-
tainiettata nel trapianto. Contemporaneamente, cellule di derivazione pro-mielo-monocitiche umane, precedentemen-
te marcate con PKH-26, venivano iniettate endovena negli animali. Dopo 48 ore, gli animali venivano sacrificati e
trapianti congelati in azoto liquido fino a momento dell’ analisi istologica. La migrazione cellulare veniva quantifica-
ta come media del numero di cellule, positive ala colorazione con PKH-26, -per superficie di area analizzata micro-
scopicamente.

Risultati e Conclusioni: in questi studi abbiamo dimostrato che: 1) il modello animale descritto puo essere usato per
lo studio dellamigrazione cellulare (1); 2) lastimol azione direttadel trapianto con TNF-a aumentalamigrazionelinfo-
citaria con una up-regulation dell’ espressione delle molecole di adesione (CAMS) (1) e 3) SDF-1a iniettato nel tra-
pianto induce un aumento dellamigrazione delle cellule pro-mielo-monacitiche U937 nei trapianti, piu del TNF-a, ma
senza alterazione dell’ espressione delle CAMs (2).

Parole chiave: Migrazione cellulare, membrana sinoviale, artrite reumatoide.
Key words: Cell migration, synovial membrane, rheumatoid arthritis.
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