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| mmunohistochemical analysis of the expression of main adhesion molecules
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SUMMARY

Objective: To define the expression and pattern of the synovial distribution of adhesion molecules such as E-selectin,
ICAM-1 and VCAM-1 and of TNFa and TNF3 cytokines in psoriatic arthritis (PsA), according to the synovitis dura-
tion.

Methods: Cryostatic sections of the synovial membrane tissue samples were stained for the different antibodies using
a standard three-stage-immunoper oxidase-labeling technique.

Results: E-selectin grade of staining was higher in those patients with a shorter disease duration compared to long-
standing synovitic specimens, as well as ICAM-1 expression. On the contrary a higher VCAM-1 positivity was main-
ly found in longstanding PsA patients. Anti-TNFa positivity was found almost in all the specimens with no difference
among the two groups, while the intensity of anti-TNF 3 positivity was globally higher in longstanding cases.
Conclusions: Different adhesion molecules may separately participate to the synovitic process in the different phases
of PsA, leading to the hypothesis of their different involvement during the disease evolution. Moreover the upregula-
tion of TNFa and TNFS gives evidence to their local proinflammatory effect within the synovium and to their rolein

perpetuating the PsA synovitis.

INTRODUZIONE

ell’ artrite psoriasica (AP) I’ esame microscopi-

co dellamembranasinoviale (MS) evidenziala
presenza di un modesto infiltrato di cellule in-
fiammatorie con vari gradi di iperplasiadellalimi-
tante (1). L’ aspetto istopatol ogico pit evidente del-
la sinovite psoriasica, soprattutto nelle fasi inizia-
li di malattia, €laneocangiogenesi con vasi apare-
ti ispessite e cellule endoteliali ipertrofiche (2).
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L'interesse per il ruolo dell’ endotelio nellaflogos
sinoviale € aumentato considerevolmente negli ul-
timi anni: I’ adesione di cellule circolanti all’ endo-
telio microvascolare € alla base della migrazione
cellulare nella sinovia inflammata (3) ed é stato
suggerito che una diversa espressione endoteliale
delle molecole di adesione favorisca la diapedesi
cellulare nei tessuti, svolgendo cosi un ruolo im-
portante nello sviluppo e nel mantenimento delle
sinoviti croniche (4-6). Al riguardo il rilievo di par-
ticolari aspetti morfologici vasali e di un’intensa
vascolarizzazione, sianelleformeiniziali che cro-
niche di AP harecentemente permesso di prospet-
tare la potenziale utilita di diversi marker endote-
liali come affidabili misure di outcome del proces-
S0 sinovitico psoriasico (7).

E noto che nella flogosi sinoviae cronica I’ infil-
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trazione di cellule mononucleate é favorita da di-
versi mediatori in grado di indurrel’ espressione di
molecole di adesione sulla superficie delle cellule
endoteliali (8,9). Infatti alcune molecole proin-
fiammatorie, quali i tumor necrosisfactors (TNFs),
che sono maggiormente espresse in corso di sino-
viti croniche (10,11), sono in grado di indurre
I’ espressione sulle cellule endoteliali dellaM S di
alcune molecole di adesione, quali I'ELAM-1 0 E-
selectinae 'l CAM-1 (12, 13), e stimolano i sino-
viociti simil-fibroblasti ad esprimere ICAM-1 e
VCAM-1 (14, 15).

Diversi dati sembrano avvalorare I'importanza dei
TNFsanche per il determinismo dellasinovite pso-
riasica. Nel liquido sinoviale di malati di AP sono
stati riscontrati livelli di TNFa inferiori rispetto
all’ artrite reumatoide mapiu elevati che nell’ osteo-
artrosi (16) e colture di tessuto sinoviale psoriasi-
co sembrano essere in grado di liberare elevate
quantitadi TNFa (17). Inoltrein alcuni versamen-
ti articolari di AP é stato dimostratala presenzadi
TNFB (18) e infine esistono studi recenti che ri-
portano dati incoraggianti, anche per quanto ri-
guarda I’ AP, sull’ efficacia del trattamento con
agenti anti-TNF (19).

Nonostante questi rilievi |’ espressione di alcune
molecole di adesione nellaMS dell’ AP e stata ca-
ratterizzata raramente. Nostri precedenti studi sul
profilo fenotipico della sinovite psoriasica di lun-
gadurataavevano indotto ad avvalorareil coinvol-
gimento dell’ endotelio nei meccanismi patogene-
tici dell’ AP (20). Ricerche successive, condotte
nell’ AP di minore durata, documentando una piu
elevatavascolarizzazione e unaminore intensita di
espressione dell’ E-selectina nella MS psoriasica
rispetto al’ artrite reumatoide (21), e hanno indot-
to arivautare il ruolo dell’ endotelio nel determi-
nismo dellaflogosi sinoviale nelle spondiloartriti.
Lo scopo di questo studio e stato di definire, sulla
base della durata della sinovite, I’ espressione e la
tipologiadelladistribuzione sinoviale delle princi-
pali molecole di adesione coinvolte nel traffico cel-
lulare, E-selectina, ICAM-1eVCAM-1, insiemea
quelle del TNFa e TNF(, di cui sono ancora in
gran parte sconosciuti lalocalizzazione ed il ruolo
nel determinismo della sinovite psoriasica.

MATERIALI E METODI
14 malati (8 uomini e 6 donne; eta media = 39.6

aa, range 25-60) affetti da AP, diagnosticata se-
condo i criteri di Moll e Wright (22), sono stati

sottoposti abiopsiasinoviale dell’ articolazione del
ginocchio a scopo diagnostico. Tutti i pazienti han-
no dato il loro consenso informato al’ intervento.

Parte dei campioni di tessuto sinoviale é stato in-
cluso in OCT (Lab-tek Products Division, Miles
Laboratories, Naperville, IL, USA), congelato ra-
pidamente in azoto liquido e o tagliataimmediata-
mente in sezioni seriate di 6 p di spessore o con-
servati a—70° C fino all’ utilizzazione. Dopo il ta
glio a criostato, le sezioni sono state fatte asciu-
gare atemperatura ambiente per unanotte e poi fis-
sate in una miscela di cloroformio:acetone (1:1,
v:v). | rimanenti frammenti bioptici sono stati fis-
sati informalinaed inclusi in paraffina per un esa-
me istologico di routine.

Le sezioni criostatiche di ogni paziente sono state
colorate con i seguenti anticorpi monoclonali di
origine murina diretti contro le seguenti molecole
di adesione: E-selectina (CD62E), ICAM-1
(CD54) e VCAM-1 (CD106) (Immunotech, Mar-
siglia, Francia). Sono stati inoltre utilizzati i se-
guenti anticorpi policlonali diretti contro il TNFa
e TNFB (Chemicon International, Temecula, CA,
USA).

E stataimpiegata unatecnicain tre stadi utilizzan-
do un complesso avidina-biotina-immunoperossi-
das (ABC) (LAB VISION, Fremont, CA, USA).
In breve, le sezioni criostati che sono state messe ad
incubare in H,O, al 2% con aggiunta di una solu-
zionea 2%di siero di capra, per bloccarel’ attivita
perossidasica endogena aspecifica. Successiva-
mente |’ anticorpo primario & stato seguito daun an-
tisiero biotinilato e dal complesso avidina-biotina
perossidasi coniugato. Le sezioni sono state infine
incubate con una soluzione di DAB- H,O, contro-
colorate con ematossilinaed infine montate (23). |
controlli positivi comprendevano colture di cellu-
le endoteliali per E-selecting, ICAM-1, VCAM-1
e tessuto linfonodale normale per i TNF. | control-
li negativi sono stati eseguiti mediante omissione
dell’ anticorpo primario.

L e sezioni sono state analizzate in cieco dadue de-
gli autori (V.R. e E.T.) per stabilire I’entitael’in-
tensita dell’ espressione di ogni marcatore ei risul-
tati rappresentano una media delle due indipen-
denti valutazioni. La limitante sinoviae, gli ele-
menti cellulari dell’infiltrato ele cellule endotelia-
li sono state valutate sulla base del numero di cel-
lule positive per campo (HPF) (x 40). Solo le cel-
lule colorate in modo chiaro con il singolo anti-
corpo sono state considerate positive. La colora-
zione di ogni singola area é stata stadiata utiliz-
zando una scala semiquantitativa: - = nessuna cel-
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Tabella | - Risultati immunoistochimici nella membrana sinoviale di 14 pazienti con AP

N° paziente E-selectina ICAM-1 VCAM-1 INF-a TNF-B

I L E I L E | L E I L E I L E
Gruppo 1
1 + o+ 4 b + o+t o+ + o+ 4
2 + o+ 4 ++ ++ + + 0+ +H nd. nd nd
3 + + o+ ++ o+t + o+ + o+ o+
4 + o+ + + o+ 4+ + o+ ++
5 + o+ o+t +H o+t b ++ ++ + o+ 4
6 + o+ 4 ++ o+ + o+
7 o+ b HHE HHE b ot o+
8 + + ++ o+t nd. nd. nd. o+ +
Gruppo 2
1 4+ ++ + 4+ o+ + 4 4
2 + 4 o+ +HE HHE b o+ - A+
3 + + + + oo+ nd. nd nd nd. nd. nd
4 + o+ ++ I + + HHE
5 + o+ 4 + 4 + nd. nd nd + 4 + - -+
6 + o+ 4 ++ ++ + ++ o+ nd. nd nd
| = infiltrato; L = limitante; E = endotelio (vedere Materiali e Metodi per i dettagli e lo score); n.d. = non disponibile

lula positiva; = = 1-5 cellule positive/HPF; + = 5-
25 cellule positive/HPF; ++ = 25-50 cellule posi-
tive/HPF; +++ = piu di 50 cellule positive/HPF
(12).

L' analisi statisticadei risultati & stata eseguita con
il test esatto delle probabilitadi Fisher.

RISULTATI

Sullabase delladiversaduratadi malattia (inferio-
re o superiore ad un anno), i nostri malati sono sta-
ti divis in due gruppi, di 8 e 6 persone rispettiva-
mente. 10 assumevano FANS, 4 terapie di fondo
(uno methotrexate, uno sulfosalazina e due idros-
sicloroching) e 2 steroidi a basso dosaggio.

Intutti i campioni di MS esaminati € statarilevata
unaiperplasia da lieve a moderata della limitante.
Laneoangiogenes e stataun reperto costante, men-
treuninfiltrato diffuso erapit evidente nei pazienti
appartenenti a gruppo con unapiu breve durata di
malattia. Nei malati con unaformadi AP di lunga
durata gli infiltrati erano costituiti essenzialmente
da larghi elementi cellulari arrotondati, ed erano
presenti anche vari gradi di fibrosi con prolifera-
zione fibroblastica. Nel gruppo con minore durata
di malattia lo spessore della limitante & risultato
maggiore che nel gruppo con AP di piu lunga du-
rata

Figura 1 - Espressione di E-selectina su di un campione di membra-
na sinoviale di un paziente con artrite psoriasica, con una durata di
malattia inferiore ad un anno. La sezione & stata colorata con |'anti-
corpo monoclonale CD62E (ingrandimento originale 400x).
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Figura 2 - Campioni di membrana sinoviale di pazienti con artrite psoriasica di lunga durata: a) espressione dell’anticorpo anti-TNFa sulle cel-
lule endoteliali di un vaso (ingrandimento originale 650x); b) espressione dell’anticorpo anti-TNFB principalmente sulla limitante (ingrandi-

mento originale 250x).

Latabellal sintetizzai dati immunoistochimici dei
due gruppi di pazienti.

Quando sono state considerate le diverse espres-
sioni delle molecole di adesione, é stata rilevata
una pit frequente positivita per I' E-selectina sia
alivello endoteliale che degli infiltrati cellulari e
dellalimitante, in 7 su 8 pazienti (88% dei casi)
con una durata di malattia piu breve (Fig. 1) ri-
spetto ai campioni di pit lungaduratadi malattia,
dove solo 2 su 6 pazienti (33% dei casi) presen-
tavano una positivita per |’ E-selectina. L’ espres-
sionedi ICAM-1 erameno intensasiaalivello de-
gli infiltrati cellulari che delle cellule endoteliali,
e sostanzialmente ridotta anche a livello della li-
mitante in 2 su 6 campioni di piu lunga durata
(33%) laddove e risultata espressain modo signi-
ficativamente piu elevato (p<0.01) pressoche in
tutte le aree tissutali di tutti i campioni con sino-
vite di minor durata (100% dei casi). Infine una
piu evidente, seppur non statisticamente signifi-
cativa, positivita per VCAM-1 é statarilevata nei
pazienti con AP di pit lungadurata (5/5; 100% vs
A7, 57%).

Cellule contenenti TNFa sono state costantemen-
te rilevate nellalimitante e negli infiltrati sinovia-
li; anche una gran parte del vasi sanguigni & risul-
tata positiva per I’ anti-TNFa senza alcuna signifi-
cativa differenzatrai due gruppi (Fig. 2a). Laco-
lorazione delle MS con anti-TNFJ é risultata me-
no intensa rispetto all’anti-TNFa e gli anticorpi
non hanno reagito su alcuni campioni, indipen-
dentemente dalladuratadi malattia, sebbenenei ca-
s di pitlungaduratal’ intensitadellapositivita per
I"anti-TNFp era globalmente pitl alta che nei cas
piu recenti (Fig. 2b).

DISCUSSIONE

Le molecole di adesione ed i TNF svolgono mol-
teplici ruoli nella patogenesi delle sinoviti croniche,
intervenendo nell’insorgenza e nel mantenimento
dei processi flogistici (4-6). L' E-selecting, I'| CAM-
1 eil VCAM-1 facilitano |’ adesione delle cellule
inflammatorie alle cellule endoteliali, la loro mi-
grazione transendoteliale nella MS, la neoangio-
genesi einfine laloro attivazione con produzione
di citochine e di atre molecole effettrici (4-6). An-
cheil TNFa e s édimostrato in grado di aumen-
tareil traffico delle celluleinfiammatorie nellaM S,
principal mente regolando |’ espressione di mol eco-
le di adesione quali E-selectina, ICAM-1, e
VCAM-1 sulle cellule endoteliali (10, 11, 24) e
puod promuovere una sinovite agendo direttamente
sul tessuto articolare o anche per via indiretta at-
traverso I’'induzione di altre citochine proinfiam-
matorie (25, 26). Analoghi effetti biologici sebbe-
ne non ancora compl etamente definiti sembra ave-
re il TNFB (27). Tuttavia |’ esatto contributo di
ognunadi queste molecole a mantenimento di un
processo sinovitico, quale quello dell’ AR, € anco-
ralontano dall’ essere compl etamente chiarito.

L analis immunoistochimica delle MS dei nostri
malati di AP conferma il gia segnalato (21) au-
mento di espressioneinvivo di ICAM-1eVCAM-
1, manon di E-selectina che, a contrario, nei no-
stri campioni risultaridotta. 11 rilievo di una posi-
tivita per ICAM-1 sulle pareti vasali in tutti i cam-
pioni tissutali esaminati, avvaloral’ipotesi che que-
stamolecola di adesione sia non solo espressa co-
stitutivamente sulle cellule endoteliali, ma che au-
menti durante I’ attivazione cellulare, dimostrando
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di essere la principale molecola di adesione per il
legame delle cellule al’endotelio nei tessuti in-
fiammati (5).

E stato documentato per altre sinoviti ad impron-
taflogisticadi lungadurata (6) che VCAM-1, ge-
neralmente assente nella MS normale, & sovrae-
spressa dall’ endotelio attivato e la nostra osser-
vazione della sua presenza anche nella sinovite
psoriasica avvalora un suo ruolo anche nel deter-
minismo di questa sinovite. Infine, la constata-
zione dellaridotta espressione dell’ E-selectinaan-
che nei nostri campioni di MS con una pit lunga
durata di malattia, concorda con quanto gia pro-
spettato per altre forme di sinovite ad evoluzione
cronica (5).

Nel loro complesso questi rilievi non sembrano
quindi indicare peculiari modalitadi localizzazio-
ne e di espressione delle molecole di adesione nel-
lasinovite psoriasicarispetto ad altre sinoviti cro-
niche. Tuttavia la nostra analisi del grado di
espressione di queste molecole di adesione haevi-
denziato alcune differenze in rapporto con la du-
ratadi malattia. La positivita piu marcata per I’ E-
selectina e, in parte, per I'l CAM-1 nelle forme di
breve durata e a contrario, la maggiore espressio-
ne di VCAM-1 negli stadi pit avanzati di malat-
tia, mostrano per la prima volta come gueste mo-
lecole possano essere espresse in maniera diversa
eindipendente alivello sinoviale nelle diverse fa-
si dell’ AP e ci inducono a ipotizzare un loro di-
verso coinvolgimento nell’ evoluzione della ma-
lattia.

In questo senso il loro essere in grado di mediare
le diverse capacita di legame dell’ endotelio sino-
viadleinduce ad ipotizzarne ruoli differenti correla-
ti con la durata di malattia e mirati a manteni-
mento del processo sinovitico dell’ AP,

La sovraespressione del TNFa e, sebbene in mi-
nor misura, del TNFB nellalimitante e nelle aree
pit profonde del tessuto sinoviale, in quasi tutti i
campioni esaminati, indipendentemente dalla du-
rata di malattia, avvalora ulteriormente il ruolo
proinfiammatorio locale di queste citochine nella
sinovite psoriasica. | nostri dati confermano il
coinvolgimento del TNFa nell’induzione e nel
mantenimento del processo flogistico (17) e do-
cumentano per la prima volta che anche il TNF3
sembraavere un ruolo nel determinismo di questa
sinovite. | TNF possono indurre |’ espressione di
molecole di adesione (12-15), contribuendo indi-
rettamente alla migrazione cellulare; lanostra os-
servazione della positivita degli stessi campioni
per E-selectina, ICAM-1, VCAM-1 e per i TNF,

convalidai dati gia noti. Tuttavia la localizzazio-
neimmunoistochimicadel TNFa edel TNFp sul-
le cellule endoteliali suggerisce anche che queste
cellule possano produrre TNF e chei diversi TNF
di per sé possano contribuire a regolare I’ adesio-
neelamigrazione céellulare nelle articolazioni col-
pite. La persistenza di un’ aumentata espressione
di queste citochine anche nella sinovite psoriasi-
cadi lunga durata, in analogia con quanto osser-
vato in atre spondiloartriti (28), anche giovanili
(20), ribadisce poi I'importanza del ruolo svolto
dai TNFa e 3 nel perpetuare la flogosi sinoviae
dell’ AP,

| nostri dati assumono maggiore rilievo conside-
rando un recente studio immunoistochimico che
ha dimostrato |’ efficaciadel trattamento con agen-
ti biologici anti-TNF proprio a livello della MS
delle spondiloartriti, suggerendo anche che i mec-
canismi immunomodulatori di tale terapia coin-
volgano proprio I’ espressione di alcune molecole
di adesione (29).

| nostri rilievi immunoistologici, pur nella loro
aspecificita, dimostrano I’ utilita di localizzare
I’ espressione di diverse molecole e citochine sulla
MSdell’ AP nellediversefasi dellamalattia. Ledi-
verse espressioni delle molecole di adesione e del-
le citochine danoi rilevate non sono specifiche per
lasinovite psoriasicamasono indicative di unage-
nericarispostaa sottostante processo infiammato-
riodi qualsiasi sinovite cronica. Ad ogni modo tut-
telemolecole danoi esaminatein questo studio so-
no importanti per le interazioni tra cellule, inclusi
il riconoscimento linfocita-cellula endoteliale e la
migrazione cellulare nelle zone sede di flogosi.
Questi avvenimenti sono fattori essenziali nellapa
togenesi di qualsiasi infiammazione cronicainclu-
sal’AP.

Nei nostri pazienti le variazioni nell’ entita del-
I’ espressione di acune molecole di adesione e dei
TNF, in parte correlata con laduratadi malattia, po-
trebbero indicare la loro relativa importanza nel
mediare i diversi meccanismi che si susseguono
nell’ evolversi dellasinovite psoriasica. Laloro mi-
gliore conoscenza potra aiutarci a definire meglio
il processo flogistico ala base della progressione
dell’ AR, favorendo anchelo sviluppo di nuoveepiu
puntuali strategie terapeutiche.
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RIASSUNTO

Scopo: Definire, sulla base della diversa durata di malattia, |’ espressione ed il pattern di distribuzione sinoviale delle
principali molecole di adesione quali E-selectina, ICAM-1 e VCAM-1 nonché del TNFa e TNF3 nell’ AP.

Materiali e Metodi: Sezioni criostatiche di campioni di MSdi 14 malati di AP [(M/F = 8/6; eta media = 39.6aa (ran-
ge 25-60)] sono state esaminate utilizzando differenti anticorpi mono e policlonali mediante una tecnicaimmunoisto-
chimica standard, per identificare le diverse espressioni tissutali di alcune molecole di adesione (E-selectina, ICAM-
1eVCAM-1) edi TNFa e TNFB.

Risultati: Nei malati con sinoviteiniziale (< alanno) I’ espressione di E-selectinaedi ICAM-1 erapiu intensarispetto
ai campioni tissutali dei pazienti con malattiadi piu lungadurata. Invece unapositivitadi grado pit elevato per VCAM-
1 é stata riscontrata prevalentemente nei malati con AP di lunga durata. La presenzadi TNFa e stata rilevata pressoc-
che in tutti i campioni esaminati senza alcuna differenza trai due gruppi, mentre I'intensita di positivita per I’ anti-
TNFB era globamente piu alta nelle forme di lunga durata.

Conclusioni: Le diverse molecole di adesione possono separatamente partecipare a processo sinovitico nelle diverse
fasi dell’ AP, conducendo all’ipotesi di un loro diverso coinvolgimento durante I’ evoluzione della malattia. Inoltre la
sovraespressione di TNFa e TNF giustificalaloro azione proflogogenalocale al’interno dellaMS, eil loro impor-
tante ruolo nel perpetuare lasinovite dell’ AP.

Parole chiave - Artrite psoriasica, membrana sinoviale, molecole di adesione, fattori di necrosi tumorale.
Key words - Psoriatic arthritis, synovial membrane, adhesion molecules, tumor necrosis factors.
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