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Epidermide espansa in coltura ed ulcus cruris:

deposizione di proteine

della matrice extracellulare
in rapporto all’«effetto bordo»

N. PIMPINELLI®, 1. BORGOGNONI, D. PACINI, V. GIANNOTTI, V. MARIOTTI*® e U. M. REALI

Keratinocyte grafting of leg ulcers: relationship be-
tween extracellnlar matrix protein deposition and
«edge cffect».

Cultured keratinocyte grafting (KG) of chronic leg ul-
cers induces a progressive epithelization from the edge
of the lesions (so called «cedge effects). In 11 patients
with chronic leg ulcers treated by allogenic KG, we
have investigated with immunohistochcmical methods
the keratinocyte proliferation index and the fibronec-
tin deposition at the edge of the Iesions. The aim of the
study was to correlate these parameters with the clini-
cal evolution of the treated Iesions. Quantitative anal-
ysis of the above findings shows a clear relationship be-
tween KG, keratinocyte proliferation index, fibronec-
tin deposition and the clinical evidence of «edge effects.

KEY worns: Keratinocvie, grafting - Fibronectin.

‘applicazione di epidermide espansa in coltuia

(keratinocyte graft, KG) — sia fresca che conge-
lata — su ulcerazioni trofiche degli arti inferiori pro-
duce una evidentc ¢ progressiva riepitelizzazione a
partire dai margini della perdita di sostanza («effetto
bordo») -8,

In un precedente studio & abbiamo valutato in un
piccolo grappo di pazienti atfetti da ulcus cruris trat-
tati con KG Pindice di proliferazione (IP) dell'epider-
mide ai margini della perdita di sostanza ad intervalli
di tempo successivi, correlandolo con quello dell’e-
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pidermide prelevala dall’area del KG e con quello della
coltura secondaria, 1l fine di stabilire in termini quan-
titativi una relazione ra cvoluzione clinica dell’'ulcus
cruris trattata con KG e proliferazione dei cheratino-
citi. 1 risultati dell'indagine dimostrano che al KG fa
seguito un cvidente aumento dell'TP dei cheratino-
citi al bordo della Lesione, in chiaro rapporto con l'e-
videnza clinica di «effctto bordos; nessuna relazione
significativa & stata invece rilevat tra 'IP dei chera-
tinociti in coltura secondaria ¢ IP delle ccllule epite-
liali del fratnmento di cute prelevata dall’area dell’in-
nesto. L'indagine in immunofluorescenza 8 ha messo
in evidenza un incremento della deposizione di fibeo-
nectina (FN) ai bordi della lesionc in scguito all’ap-
plicazione di KG. In via speculativa & possibik: ipo-
tizzare che la FN sintetizzata dai cheratinociti in col-
tura #12 produca insieme ad altre sostanze (fattori di
crescita peptidici, come il Transforming Growth
Factor-beta — il cui cffetto ¢ bloccate da anticorpi
antifibronectina 1315 — o 'EGF 14, interleukina-1 16,
leucotriene B4 17 18) un aumento della produzione di
N autologa mediante un meccanismo a feed-back po-
sitivo; la presenza di un adeguato «binario» renderebbe
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possibile la migrazione dei cheratinociti e di conse-
guenza indurrebbe un aumento dell'IP in corrispon-
denza dei bordi della Iesione 8,

Nel presente studio abbiamo valutato con metodi
immunoistochimici I'IP dei cheratinociti e la deposi-
zione di FN ai bordi dellu lesione in un gruppo di 11
pazienti affelti du ulcus cruris trateati con KG alloge-
nico, correlando questd parametri con Ievidenza cli-
nica di «effetto bordos. Scopo del lavoro & stato quello
di verificare la reluzione tra LP dei cheratinociti ed ef-
fetto clinico in un gruppo pil numeroso di pazienti
¢ di rilevare in termini quantitativi 1a deposizione di
FN.

Materiali e metodi

L'indaginc ¢ srata condotta su 11 pazienti (4 maschi, 7 [em-
mine) di etd compresa fra 5% ¢ 86 anni, affetti da ulcus croris
e gid trattate con metodi tradizionali senza ottencre rilevanti
bencfici; sono stari esclusi dal presente studio pazienti con zl-
lerazioni cireolatorie arteriose (valurate per mezzo di esame
Doppler).

Per ciascun paziente trattato con KG allogenico, sono stati
adottati prima deil'innesto i seguenti provvedimenti: 1) deer-
sione dell'ulcera mediante pomara contencnre fibrine-lisina ¢
desossiribonucleasi; 2) esame colturale battericlogico con an-
tibiogramma dcl materiale prelevato dal fondo della lesione,
con eventuale terapia antibiotica specitica, topica e sistemica:
3) rrarramento con soluzioni o paste antisettiche, (permanga-
nato di potassio, nitraro d’argento, argento sulfadiazina); 4) ade-
guate misure ese 4 igliorare le condizioni emodinamiche e
microcircolatorie.

1l frammenrto bioprico utilizzato per | KG allogenici & stato
prelevalo da donatori in occasione di un intervento chirurgico
per altra patologia. Al fine di escludere la presenza di conta-
minazione da parte di human immuonodeficiency viruses (H1V)
o allri virus noti — citomegalovirus, herpes virus, virus del
papilloma umano, virus dell’epatite — in tutd i donarori sona
stati cfferruari specifici test sierici. Su ogni linex cellulare ¢ stata
effettuata lu ricerea del genoma virale HIV-1, HTLV 1 e HTLV-2
mediante la metodica dells polimerase chain reaction (PRC).
Gli espianri curanei sono stati quindi travati con il metodo di
Green 9, che prevede, in sintesi, 1a coltura dei cheratinociti
su un letto di fibroblasti murini (313) irradiari (Feeder System),
Gli innesti cosi ottenuti sono stati posti freschi sulle arce ulce-
rate mediante garza vasclinara; non sono stati usati punti di
sutura data I'esiguitd dell’ared innesara.

E stara quindi applicata fasciatura compressiva, ed i pazienti
SONO Slati tenuti 2 riposo a lerro per i primi 4-5 giorni, La prima
medicazione 2 stata fatta in (erz4 giornatd; 1a garza grassa & stata

~rimossa tra il TV ed il VI giorno dall’innesto. In occasione delte
medicazioni le aree interessate sono state fotografate e misu-
rate. In particolace, la valutazione dell’area ulccrata ¢ srata ef-
[ettuata tramite apposizione diretta di carta lucida millitnetrara
sull'area lesa, in modo da otrenere n1na «improntas, immagine
negativa dell’area vlcerata.

| pazienti sono stati sortoposti a prelievo bioptico cutaneo
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TARFLLA ). — Risultati clinici.
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Area uloerata % Area residua

Caso CLafbesso
g0 a7 g 14 8 28

1 86/F 25 cmqg 0% 35% 0%,
2 054F 20 emg  30% 20% R%
3 85/M 14 cmg  90% 85% 60%
4 53)M 13 ecmq  GN% 40% 20%
5 33/M 16 cmq  90% 80% —
6 TF Temg  B80% 30% 20%
7 86/F Teomq  GO% 50% 40%
a BF demq 0% 50% 0%
9 7AM 2icmq YUY 0% S0%
10+ GO/F 7omq  90% — —
1+ OR//F 120 ¢y

80% -— —

*) La valutazione & siulu interrotta per infezione dellarea ulccrata.

(mediante punch biopsy da 3 0 4 mm) in corrispondenza dei
bordi delle aree ulcerate ai giorni 0, 14, 21 ed (eventualmente)
28. | I[rammenti cutanei sono stati rapidamente congelati in
OCT («Tissue Tek», Miles Scicntific, 1ISA) e conservatia — 70°
C fino al momento dell’'uso. Sezioni di 5 g ottenure al crio-
stato dat frammenti bioptici sono state sottoposte a reazione
imrunoistechimica secondo le metadiche della immunope
rossidasi indiretta amplificata con streptavidina-hintina 20 e
della fosfatasi alcalina anti-fosfatasi alcalina falkaline phospha-
tase anti-alkaline phosphatase, APAAP) 23, [ preparati sono stati
asciugati ail’aria, per 12-24 ore, {issati in acetone per 107 a2 4°
C ¢ quindi incubati per 2-4 are 2 temperalura ambiente, © 12-
18 cre a 4 ° C, con gli anticorpl monoeclonati OKT9 (Ortho,
184) e Ki 67 (Dakopatws, Denmmark), che riconoscono rispetti-
vamentc il recetrare per la transferrina (RT) 22-24 e¢d un anti-
gene nucleare espresso dalle cellule scyclings 25 28 ¢ con l'an-
ticorpo monoclonale FN-135 anti-human fibronectin {Sigma
Chemicals, USA). Appropriati conteolli positivi e negativi sono
stali eseguiti in parallelo.
E stata effettuata una valutazione quantitativa det risultati.
Su sezioni ottenute da framment bioptici cutanei ¢ staro va-
lutawo il numero di cellule epidermiche per campo microsco-
pico ad un ingrandimento di x 250, Sono stati csaminati 5
campi microscopici, ed € stato indicato il numero medio di
cellule positive, Sono state considerate solo cellule il cui nu-
cleo era presente nel piano di sezione, La valutazione della rea-
zione con anticorpo monoclonale FN-15 anti-fibronecting &
stata valutata misurando lo spessore della zona giunzionale po
sitiva per l'anticorpo stesso con micrometro oculare,

Risultati

A) Decorsa clinico

Le dimensioni della superficie dell’ulcera, prima e
dopo il trattamento con KG, sono schematizzate nella
tabella I. In $/11 pazicnti € stata osservata una ridu-
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Fig. 1. — Ulccrazione mallcolare csterna delia gamba destra 21 giorno ¢
{pazicnre n. 4). Si nota la presenza di una impronta reticolare dovuta

alia apposizione di garza vaselinata.  Fig. 2. — Ulcerazione malleo-
lure esterna delly gamba destra al giomo 14 (puziente n. 4). Si nota
I'evidente tiduzione dell’area uleerata dovuta alla riepitelizzazione a
partire dal bordo della lesione.

TaBiLLa II. — Frazione di proliferazione dei cberatinociti
(FP)
FP Barda
Laso
2. 0 g7 2. 14 g 28

1 287 376 404 400
2 298 411 423 489
3 281 321 364 389
4 231 340 401 419
5 200 320 339 346G
6 287 356 410 482
7 203 348 401 403
8 281 343 476 491
9 299 323 280 376
10* 268 287

1+ 281 303 — —

‘) La valutazione ¢ stata intcrrotta per infezione dell’area ulcerata.

zione dell'area vicerata; in 2 pazienti (n. 10 ¢ 11} Ia
valutazione & stata interrotta per la comparsa di infe-
zione in corrispondenza dell’area ulcerala. Al mo-
mento della 1* medicazione {3*-4? giornata) I'inne-
sto risultava visibile come una sattile membrana tran-
slucida. Ad 1 settitmana di distanza dall’intervento Ia
pereentuale di riduzione risultava variabile dal 10 al
50%, alla 2* settimana dal 15 all’'80%, alla 32 sctti-
mana dal 20 al 909%, alla 42 settimana {n. 8 pazienti)
dal 40 al 100%. 1 rilievo di isole epiteliali all'interno
dellarcea ulcerata ¢ risultato incostante, mentre la rie-
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Fig. 3. — Deposito di fibronectina al giorno 0 (pazientic n. 4); prelicvo
bhioptico ¢scguito al bordo dell'ulecra (anticorpo monoclonale FN1S,
APAAP, ingrandimento originale x 400).  Fig. 4. — Deposito di libro-
nectina al giorno 21 {paziente n. 4); prelievo bioptico eseguitu al burdu
dell'ulcera. 3i nota un chiaro incremento delly deposizione giunzio-
nale di fibronecting (freccia), nonché una evidenle maggiore inten
silia globake delld reazione rispetio al prelievo del giorne O (anticatpo
muonoclonale EN1S, APAAP, ingrandimenro originaie x 400).

TaBeLLa II1.  Deposito giunzionale di fibronecting (FN).

Sprssore depasito FN ()

Caso
g0 87 2 2
1 1,32 1.64 3,31
2 1.41 1.85 3.62
3 1,82 2,18 2,97
4 1,50 2,03 3,41
3 1,47 1,98 2,90
6 1,33 2,10 3,82
7 1.44 1,93 3,28
Y 1,23 1,81 3 RG
Q 1,82 2,14 3,17
10° 1.41 1,60 —
11* 137 1.61 —

=) La valulaziooe & stala inter:otta pec infesione dell’area ulcerata.

pitelizzazione a partire dai bordi € stata in ogni caso
chiara ed imponcenee (fig. 1, 2).

BY Indagine immunoistochimica

E stata documentata una evidente relazione tra ap-
plicavione di KG ed aumento della frazione di proli-
ferazione (FP, valutata in termini di quantita di ccl-
lule positive per campo microscopico) dell’epitelio
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Fig. 5. — Valori medi della frazione di proliferazione dei cheratinociti
(FD) ai bordi della lesione, del deposito giunzionale di fibronecting (FN)
e dell'ares ulcerats ad intervalli di tempo successivi dopo apposizione
di KG. $inutz come gl dimipuire dell sres ulcerata corrisponcdd un au-
mento dell'indice di proliferazione dei cheratinociti e del deposito di
fibronectina.

ai bordi dell’ulcera (1ah. TTY; 2 queste ha faito riscon-
tro un chiaro incremento della riepitelizzazione a par-
tire dai bordi della lesione. Nei preparati allestiti dal
bordo dell'ulcera al giorno 0, 7, e 21 & stata costante
mente rilevata — mediante 'uso dell’anticorpo mo-
noclonale FN-15 anti-human fibronectin — I presensya
della zona giunzionale positiva per I'anticorpo stesso.
Lo spessore di tale banda & risultato sempre chiara-
mente maggiore nel prelievo dei giorni 7 € 21 rispetto
a quello del giorno 0 (tab. III; fig. 3, 4).

Uny ruppresentazione grafica dei risuliaii € sinte-
tizzata nclla figura 5.

Discussione

Questy indagine supplementare sull’uso del KG al-
logenico nel tractamento dell’uleus cruris ha confer-
mato i risultati riportati in precedenza in un piccolo
gruppo di pazienti 8 riguardo alla riepitelizzazione
delle lesioni e al rapporte con l'indice di prolifera-
zione dei cheratinociti ai bordi delle stesse, e ¢i ha
permesso (i valutare in termint quantitativi il depo-
sito di ¥N della zona giunzionale.

In tutti i pazienti € stata osservata una spiccata ri-
duzione dell’'area ulcerata, con un soddisfacente ri-
sultato clinico finale.
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L’indagine immunoistochimica ha confermato una
evidente relazione fra frazione di proliferazione del-
Uepitelio ai bordt dell’ulcera ¢ applicazione dei KG,
con un chiaro incremento della riepitelizzazione a par-
tire dai bordi della lesione. E stato inoltre documen
tate un progressivo aumento della deposizione giun-
zionule di FN in conseguenza dellz apposivione di KG.

Questi dati rafforzano la precedente ipotesi sul rap-
porto tra evidenza clinica di riepitelizzazione dai bordi
dell’'ulcera, aumento degli indici di proliferazione dei
cheratinocili al margine della lesione ed aumenialo

apposizione del KG. Alla luce di ¢10 sembra ragione-
vole ipotizzare che 1a presenza di un adeguato sub-
strato sia in grado di favorire la migrazione dei che-
ratinocili, con conseguente aumento dell’TP in corri-
spondenza dei margini della lesione ed ulteriore de-
posizione di FN, venendosi cosi a determinarc il co-
siddetto «effetto bordon.

Ringraviamenti, Gl Awori ringrazano sentitamente il Prof. L.
Andreassi, Direlwore della Climcea Dermosifilopatica dell’ Universitt di
Siena, insieme a tutto 1l persenale tecnico del Laboratorio di Colture
Cellulari della Clinica Dermossfilopatica di Siena.

Riassunto

L'applicazione di epidermide espansa in coltura su ulcere
da stasi (keratinoevre graft, KG) prodoce una cvidenrc ¢ pro-
gressivd riepitelizzazione 4 partire dai margini delly lesione (Co-
siddetto effetto bordo). In L1 pazienti affette da ulcus cruris
e trattate con KG allogenico abbiamao valutato con metodi im-
munoistochimici, in wermini quantitativi, l'indice di prolifera-
ziong dei cheratinociu ¢l deposizione di [ibronectina ai bordi
della lesione ad intervalli di tempo successivi dalla apposizione
del KG, correlandao mali paramerri con I'evoluzione clintea delle
lesioni trattate. E statd documentata ung evidente correlazione
tra applicazione di KG, aumento della frazione di proliferazione
dellepitelio dei hordi dell’ulcera, aumento del deposito di fi-
broncectina ed evidenza clinica di <cfferto bordos.,

PAROLE CHIAVE: Epidermide espansa in coltura Fibronectina.
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