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LAVORO ORIGINALE

Progenitori delle cellule endoteliali di origine midollare
in corso di sclerosi sistemica:
possibile ruolo nell’angiogenesi*

Endothelial progenitor cells in systemic sclerosis:
their possible role in angiogenesis
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SUMMARY

Background: Recently, several studies have demonstrated the presence of circulating endothelial progenitors (CEPs)
responsable for angiogenesis. Notably, these cells are able to migrate to ischemic tissues and differentiate in situ in
mature endothelial cells. Aim of this study was to assess the presence of CEPs in the peripheral blood of patients with
Sistemic Sclerosis (SSc) and evaluate their significance as an attempt of re-vascularization

Material and methods: Samples of peripheral blood from 40 healthy subjects and 56 patients with SSc were studied.
Five-parameter, 3-color flow cytometry was performed with a FACScan. CEPs were defined as CD45 negative, CD34
and CD133 positive. In addition, plasma levels of vascular endothelial growth factor (VEGF) and basic fibroblast
growth factor (bFGF) were detected by commercial ELISA (R&D Systems).

Results: Levels of CEPs (CD133+/CD34+/CD45-) were significantly higher in patients with SSc in comparison to HC
(P = 0.01). No correlation was found between CEPs and any clinical parameter of disease neither activity score. CEPs
were significantly higher in the group of patients with early disease, while their number decreased in the late phases
of disease. Plasma levels of VEGF, but not bFGF, were significantly higher in SSc in comparison to HC (P<0.001)
but no correlation was found between VEGF concentrations and CEP number.

Conclusions: The presence of CEPs in patients with SSc suggest that sclerodermic hypoxic tissues could induce the mo-
bilization of bone-marrow derived cells in an attempt to provided new vessels, in the early phase of the disease, at least.

Reumatismo, 2005; 57(3):174-179

INTRODUZIONE

La sclerosi sistemica (SSc) € una malattia del tes-
suto connettivo caratterizzata da sofferenza va-
scolare a livello della cute e di vari organi interni
e da iperproduzione e conseguente accumulo di
collagene con conseguente fibrosi (1, 2).
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Gli elementi istopatologici piu caratteristici delle
fasi precoci della SSc sono rappresentati dalla pre-
senza di infiltrati linfocitari perivascolari e da una
ridotta densita capillare, che precedono 1’eccessi-
vo accumulo di matrice nella fase piu tardiva del-
la malattia (4).

La ridotta densita capillare, evidenziabile anche
precocemente alla capillaroscopia, ¢ responsabile
dell’ischemia tissutale e delle conseguenti tipiche
manifestazioni cliniche della malattia quali le ul-
cere digitali (1, 2).

In condizioni fisiologiche, I’ipossia tissutale deter-
mina la formazione di nuovi capillari a partire da
quelli preesistenti e tale fenomeno € noto come an-
giogenesi (4). L’angiogenesi ¢ un complesso pro-
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cesso regolato da molteplici mediatori ad azione
attivatoria e/o inibitoria che in condizioni norma-
li sono in equilibrio tra loro (4). Il vascular endo-
thelial growth factor (VEGF) ed il basic fibroblast
growth factor (bFGF) sono stati caratterizzati co-
me molecole chiave nell’induzione dell’angioge-
nesi. Il VEGF ¢ coinvolto in molti aspetti dell’an-
giogenesi, come la proliferazione, la sopravviven-
za e la migrazione delle cellule endoteliali (3). Lo
stesso ruolo, anche se non ¢ esclusivamente spe-
cifico per le cellule endoteliali ¢ stato attribuito al
bFGF (3).

Recentemente studi condotti nell’uomo e negli ani-
mali hanno dimostrato I’esistenza di elementi cel-
lulari circolantidi derivazione midollare con poten-
zialita proliferative definite cellule endoteliali pro-
genitori (CEP). Le CEP sono cellule endoteliali
(CE) di derivazione midollare “migranti”, con la
capacita di circolare, proliferare e differenziarsi in
cellule endoteliali mature. Tali cellule esprimono
marker endoteliali specifici simili alle CE e posso-
no essere considerate precursori delle CE mature
(5). In particolare, le CEP identificate in modelli
animali di ischemia tissutale sono considerate i ve-
ri elementi responsabili della vasculogenesi, essen-
do quest’ultima fino a poco tempo fa considerata
esclusiva della vita embrionale (6-9).

Il danno ischemico nei pazienti SSc potrebbe esse-
re associato a un tentativo di reclutare progenitori
a livello dei siti di danno vascolare e scopo di que-
sto studio ¢ stato quello di valutare se nel sangue
periferico di pazienti sclerodermici siano presenti
le CEPs e abbiamo studiato le correlazioni esisten-
ti con alcuni fattori angiogenetici.

MATERIALI E METODI

Pazienti

Sono stati studiati 40 soggetti sani e 52 pazienti af-
fetti da SSc (F/M, 50/1; eta mediana 53 anni, ran-
ge 24-65; durata media di malattia 10 + 9 anni). La
diagnosi di SSc era stata posta sulla base dei crite-
ri classificativi dell’ American College of Rheuma-
tology (10). In base ai criteri proposti da LeRoy et
al. (11) 26 pazienti erano affetti da 1cSSc e 26 da
deSSc.

Tutti i pazienti avevano fornito un consenso infor-
mato al prelievo. Lattivita di malattia ¢ stata valu-
tata utilizzando i criteri di attivia proposti dallo Eu-
ropean Scleroderma Study Group (11). La durata
di malattia ¢ stata valutata utilizzando i criteri pro-
posti da Medsger et al. (13).

Determinazione delle CEP mediante analisi
citofluorimetrica

100 pL di sangue periferico in Eparina sodica so-
no stati incubati con 10 pL di un pannello di an-
ticorpi monoclonali (anti-CD45, -CD34, -
CD133) marcati con fluoriscina isotiocianato
(FITC), R-phicoeritrina (PE) o peridinin chloro-
phyll protein (PerCP), per 20 min a temperatura
ambiente (RT).

I globuli rossi sono stati quindi lisati mediante in-
cubazione in una soluzione FACS lisante (Becton
Dickinson, San Jose, CA) per 10 min a RT. I pel-
let di globuli bianchi ¢ stato poi lavato due volte
con una soluzione di FACS flow (Becton Dickin-
son).

Sono state usate appropriate finestre di analisi per
contare il numero totale di CEP. Le CEP sono sta-
te definite come CD45 negative, CD34+ ¢
CD133+. La lettura al citofluorimetro FACS con
15-mW argon laser (excitation a 488 mm) (Becton
Dickinson) ¢ stata seguita a tre colori/cinque para-
metri. La sensibilita dei determinanti di fluorescen-
za ¢ stata settata e monitorata usando Calibrite Be-
ats (Becton Dickinson) secondo le indicazioni del-
la ditta produttrice. Cellule colorate con IgG1 iso-
tipic controls marcate con FITC o PE sono state
usate come controllo negativo. Sono state acqui-
site almeno 100.000 cellule per campione: le ana-
lisi sono state considerate informative quando un
adeguato numero di eventi (>100) & stato acqui-
sito nelle finestre di valutazione delle CEP. I dati
sono stati analizzati mediante CELLquest softwa-
re (Becton Dickinson).

Dosaggio plasmatici di vascular endothelial
Jactor (VEGF) e basic fibroblast growth factor
(bFGF)

I livelli plasmatici di VEGF e di bFGF sono stati
determinata mediante metodica ELISA (enzyme-
lynked immunsorbent assay, R&D System, Minea-
polis, MN) e calcolati mediante 1’uso di una curva
di riferimento standard, secondo le indicazioni del-
la ditta.

Analisi statistica

Sono stati messi a confronto i valori di CEP dei sie-
ri dei pazienti sclerodermici con quelli dei control-
li sani mediante il Mann-Whitney rank sum test. E
stato considerato significativo un valore di P <0.05.
Inoltre, le correlazioni tra il numero di CEP ed i dif-
ferenti parametri di patologia sclerodermica sono
stati studiati mediante il test di correlazione di Spe-
arman.
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Figura 1 - Valutazione citofluorimetrica di progenitori di cellule endoteliali circolanti (CEP). a, Pannello di analisi che evidenzia le gate utiliz-
zate per escludere le piastrine e i detriti cellulari. b, Pannello di analisi che mostra il controllo negativo, le CEP nella SSC. PerCP = peridin chlo-
rophyll protein; PE = phycoerythrin; FITC = fluorescin isiothiocyanate.

RISULTATI
Determinazione quantitativa delle CEP 900 1
Le CEP sono state identificate in base all’espres-
sione sulla loro superficie di CD34 e CD133, un
marcatore di cellule staminali la cui espressione 700
viene persa dopo la differenziazione in cellule en-
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doteliali mature (Fig. 1). Le CEP erano significa- 000

tivamente piu elevate in pazienti sclerodermici ri- 500

spetto ai soggetti sani (P >0.05) (Fig. 2). Non ¢ sta- 4001

ta dimostrata nessuna correlazione significativa con 100 R

parametri clinici o patologici quali le ulcere digi-
tali, il coinvolgimento cutaneo e viscerale e lo sco- 200 1
re di attivita di malattia. Stratificando i pazienti in 1001
base alla durata di malattia ¢ stato osservato che i ,—_L‘
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mostravano un aumentato numero di CEP rispetto

Figura 2 - Correlazione tra il numero di CEP nei pazienti scleroder-
mici e nei controlli sani.
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Figura 3 - Correlazione tra il numero di cellule endoteliali progeni-
tori (CEP) nei pazienti sclerodermici con malattia di breve durata e
pazienti sclerodermici con malattia in fase piti tardiva.

Livelli plasmatici di fattori angiogenetici

Il VEGEF ¢ il peptide con maggior capacita angio-
genica e maggior attivitd mitogenica sulle cellule
endoteliali; ¢ normalmente prodotto da cellule in
condizioni ipossiche ed ¢ coinvolto in numerose
tappe dell’angiogenesi.

Le concentrazioni plasmatiche di VEGF erano
aumentate nei pazienti sclerodermici rispetto ai
controlli sani (mediana 507 pg/mL, range 74-
1250; mediana 97 pg/mL; range non determina-
bile - 248 pg/mL; P <0.001), ma non ¢ stata os-
servata alcuna correlazione positiva tra le CEP e
il VEGF (Fig. 4).

Inoltre, i livelli circolanti di VEGF non mostrava-
no differenze statisticamente significative se ana-
lizzati in relazione alla durata di malattia. Nella
maggior parte dei pazienti affetti da SSc e nei sog-
geti sani non erano valutabili concentrazioni signi-
ficative di bFGF.

DISCUSSIONE

Il nostro studio permette di confermare che nel san-
gue periferico dei pazienti sclerodermici sono pre-
senti elementi cellulari progenitori delle cellule en-

Figura 4 - Correlazione tra le concentrazioni plasmatiche di VEGF
nei pazienti sclerodermici e nei controlli sani.

doteliali. Studi recenti hanno evidenziato 1’esisten-
za di progenitori endoteliali di derivazione midol-
lare che, guidati e modulati da fattori pro-angioge-
netici, possano migrare dai siti di attiva neovasco-
larizzazione dei tessuti ischemici e differenziarsi in
situ in cellule endoteliali mature (14). Il riscontro
di CEP in corso di SSc costituisce un’ulteriore con-
ferma che il danno ischemico periferico peculiare
di questa malattia sia in grado di indurre, analoga-
mente ad altre note situazioni di ipossia tissutale
(6), una risposta midollare in termini di vasculoge-
nesi. A tale tentativo corrisponde peraltro una re-
alta evolutiva della malattia contraddistinta istolo-
gicamente dal progressivo impoverimento del let-
to vascolare con il tipico aspetto noto come “deser-
to vascolare”.

La mancanza di una sufficiente risposta all’ipossia
e ad altri stimoli a formare nuovi capillari in pa-
zienti con SSc, puo essere spiegata da un’inappro-
priata sintesi di fattori angiogenetici o da una non
adeguata inibizione dei fattori angiostatici (4). E
possibile ipotizzare che la perdita dell’integrita fun-
zionale e strutturale dell’endotelio sclerodermico
possa essere un importante stimolo per i processi
di angiogenesi e possa spiegare bene I’aumento dei
valori plasmatici di VEGF trovato nei nostri pa-
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zienti e confermato da studi precedenti (4-14). In
effetti 1 nostri risultati mostrano che, contrariamen-
te a quanto evidenziato per il VEGF, i livelli pla-
smatici di bFGF sono sovrapponibili a quanto ri-
scontrato in soggetti sani. Tale dato suggerisce ul-
teriormente un’alterata regolazione nei meccani-
smi che promuovono la rigenerazione endoteliale
Nei pazienti con malattia di breve durata il nume-
ro di CEP ¢ risultato significativamente pit elevato
rispetto ai pazienti con malattia di lunga durata. Ta-
le dato suggerisce che, analogamente ad altre pato-
logie caratterizzate da un’ischemia tissutale, anche

RIASSUNTO

in corso di SSc sia presente un tentativo di rivasco-
larizzazione e riparazione dei tessuti ischemici (5).
Tuttavia, tale tentativo viene meno nelle fasi tardi-
ve di malattia quando la patologia primariamente
endoteliale lascia spazio alle conseguenze dell’atti-
vazione fibroblastica con iperproduzione e deposi-
zione extra-cellulare di collagene. Saranno neces-
sari ulteriori studi per valutare se nella SSc la rispo-
sta angiogenetica indotta dall’ipossia tissutale sia in
qualche modo “disturbata” dal microambiente pe-
riferico e quale possa essere il ruolo o il mancato
ruolo delle CEP nell’evolutivita della patologia.

Background: Diversi studi hanno recentemente messo in evidenza I’esistenza nel sangue periferico di progenitori del-
le cellule endoteliali (CEP) di derivazione midollare potenzialmente in grado di contribuire alla neo-angiogenesi. In
particolare, tali elementi cellulari sono in grado di migrare nei siti di neovascolarizzazione nei tessuti ischemici e di
differenziarsi in situ in cellule endoteliali mature. Scopo di questo studio ¢ stato quello di valutare se nel sangue peri-
ferico di pazienti con Sclerosi Sistemica (SSc) sono presenti CEP come espressione di un tentativo di rivascolarizza-
zione e riparazione dei tessuti ischemici.

Materiali e metodi: Sono stati studiati campioni di sangue periferico da 40 soggetti normali (NH) e 52 pz. affetti da
SSc. Dopo la lisi degli eritrociti, le cellule sono state incubate con anticorpi monoclonali coniugati (FITC, PE o PerCP):
anti-CD45, -CD34 -CD133. Le CEP venivano identificate come CD45 negative e CD34 e CD133 positive. L’analisi
citofluorimetrica veniva effettuata con un FACScan flow cytometer. Sono stati inoltre valutati i livelli plasmatici di
VEGEF e di bFGF utilizzando una metodica immunoenzimatica in fase solida (R&D Systems).

Risultati: 11 numero di CEP (CD133+/CD34+/CD45-) ¢ risultato significativamente piu elevato nei pazienti con SSc
rispetto ai NH (P = 0.01). Non ¢ stata riscontrata nessuna correlazione significativa tra il numero delle CEP e alcun
parametro clinico (cutaneo e/o viscerale) o di attivita di malattia. Quando il gruppo di pazienti studiato veniva strati-
ficato in base alla durata di malattia, i pazienti con SSc di recente insorgenza mostravano un aumentato numero di CEP
rispetto ai pazienti con malattia di vecchia data (P<0.05). I livelli plasmatici di VEGF sono risultati elevati nei pazien-
ti con SSc rispetto ai NH (P<0.001) ma non ¢ stata trovata alcuna correlazione tra livelli di VEGF e numero di CEP.
Conclusioni: La presenza delle CEP nei pazienti con SSc suggerisce 1’ipotesi che 1’ipossia tissutale sclerodermica pos-
sa costituire, analogamente ad altre condizioni ischemiche, uno stimolo per la mobilizzazione di progenitori endote-
liali di origine midollare in un tentativo di re-endotelizzazione, almeno nelle fasi precoci della malattia.

Parole chiave - Progenitori endoteliali, sclerosi sistemica, angiogenesi.
Key words - Endothelial progenitor, systemic sclerosis, angiogenesis.
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