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Riassunto

. Lo studio della morfologia del diversi strati della cornea e del limbus pud avvalersi della microscopia confo-
3 cale in viva (IVCM). ’

Lo scopo del nostro lavoro & stato valutare, la morfologia, la sede e la densita delle cellule dendritiche (DO)
epiteliali nel limbus e nella cornea umana, in condizioni di normalitd (gruppo 1), in uno stato di infiammazio-
ne comeale immuno-mediata (gruppo 2) ed in uno stato di cicatrizzazione attiva comeale senza alterazianl
patologiche dopo PRK miopica (gruppo 3). A tale scopo @ stato utilizzato il microscopio confocale comeale
digitale Laser-Scanning (LSM) (HRT Il Comea Module, Heidelberg Engineering GmbH, Germany).

Nel contesto della cornea centrale, tali cellule sono state riscontrate ad una profonditd compresa tra i 45 ed
65 um nel contesto dell'epitelio e della membrana basale, in tutti gll occhi dei pazienti del gruppo 2 e solo
nel 14% degli occhi dei pazientl del gruppo 1, mentre a livello del limbus sono state evidenziate In tutti gli
occhi di tutti i pazienti di ciascun gruppe.

La densitd media delle DC della comea centrale nel gruppo 1 & risultata maggiore rispetto 2 quella del grup-
po 2 (Pew.001), mentre, a livello del limbus la densita & risultata nettamente maggiore negli occhi del gruppo
2 rispetto agll altri due gruppi (P<o.001).

Inoltre, con l'utilizzo di tale metadica, @ stato possibile evidenziare le differenti caratteristiche maorfologiche e
di distribuzione delle DC nell"epitelio corneale e limbare in occhi sani ed affetti da inflammazione.

Questi risultati suggeriscono che mediante IVCM & possibile la visuallzzazione della migrazione dl DC nella cor-
nea centrale in corso & inflammazione immune-mediata, consentendo numerose implicazioni di utilizzo clinico.

Paro.e cave: Microscopia confocale, cellule dendritiche, comea, limbus, congiuntiva.

ABSTRACT

Microspeopic imaging in vivo of comeal dendritic cells

F. Pellegrini, R. Borgia, F. Di Censo, A.L. Capponi, C. Brogioni, R. Calienno, 1. Liberali, O. Costantino

Morphology study of corneal and limbal layers can use confocal microscopy in vivo (IVOM).

The purpose of our study is to analyze morphology, location and density of epithelial dendritic cells (DC) In
healthy comeas (group 1), in immune-based inflamed corneas (group 2) e in wound-healing corneas without :
pathologic alterations after myopic PRK (group 3). :
In our study, we used Laser-Scanning digital confocal microscopy (LSM) (HRT Il Comea Module, Heidelberg :
Engineering GmbH, Germany).

In the central comea, the DC were between 45 and 65 pm within the epithelium and the basal membrane, In

all patients of group 2 and in 14% of eyes of patients of group 1; whereas, in the limbus the DC were in all

eyes of all patlents of every group.

The mean DC density values In patients of group 2 was significantly greater than that of patients belonging

to group 1 was (P<0.001), whereas, in the limbus, DC density was greater in eyes of group 2 compared with

the other groups (P¢o.001).

Using confocal microscopy, we were able to analyze DC morphology and distribution within corneal and im-

bal epithelium in healthy and inflamed eyes.

: Our results suggest that by IVCM enables the visualization of DC recruitment in the central comea In case of

. Immune-based inflammation, arising several clinical implication.

Kev woans: Confocal microscopy, dendritic cells, comea, limbus, conjunctiva.
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Introduzione

La cornea ¢ una struttura connettivale densa,
organizzata in lamelle collagene regolari ed ad-
densate (stroma)’ in cui si inseriscono le compo-
nenti cellulari; tale struttura oculare ¢ rivestita,
rispettivamente a livello della superficie ante-
riore e posteriore, dall’epitelio e cr;l'endotelio.
Nel contesto corneale sono rintracciabili com-
ponenti cellulari di natura epiteliale, mesenchi-
male, neurale, e cellule del sistema immunitario
specializzato?®.

Queste ultime possono essere identificate con le
cellule dendritiche (DC). la cui classe predomi-
nante a livello corneale & costituita dalle cellule
di Langherans. Le DC mostrano un aspetto
dendritico, sono di derivazione midollare (sia
di linea mieloide che linfoide), appartengono al-
la classe delle cellule presentanti I'antigene
(APC, antigen presenting cells) e regolano la ri-
sposta immunitaria in maniera altamente speci-
fica, previa attivazione caratterizzata dall’e-
spressione di antigeni MHC di classe I
(CD1lc+) sulla loro superficie®,

La distribuzione e le caratteristiche fenotipiche
di tali cellule, sia nell'occhio sano che nell'oc-
chio in cui sono attivi processi infiammatori im-
muno-mediati, sono state analizzate mediante
studi ex vivo nell'uvomo ed in diverse specie
animali, mediante metodiche istologiche nel-
I'uvomo, mediante utilizzo di immunofluore-
scenza con anticorpi multipli in microscopia
confocale ex vivo in cornee murine.

In occhi sani @ stato possibile localizzare DC
mature, ossia MCH di classe I+, solamente a li-
vello della congiuntiva, del limbus e della cor-
nea periferica, mentre nella cornea centrale so-
no state riscontrate solo DC immature, MCH 11,
e comunque in densita minore rispetto la cor-
nea periferica ed il limbus®#3,

Scopo del presente lavoro ¢ di valutare, me-
diante tecniche di microscopia confocale in vivo
(IVCM), la morfologia, la sede e la densita delle
DC. nei tessuti epiteliali del limbus e della cor-
nea, in condizioni di normalita ed in stato di in-
flammazione immuno-mediata.

Materiali e metodi

Lo studio & stato costruito come osservazionale,
comparativo caso-controllo.

Sono stati arruolati complessivamente 74 pa-
zienti suddivisi in 3 gruppi.

I gmppo 1, costituito da 29 occhi di 20 pazienti
(12M, 8F eta 42.5 + 5.2, range 24-70 anni), com-
prendeva volontari sani, i quali rispondevano ai

seguenti criteri di inclusione: assenza di patolo-
gle oculari o sistemiche in atto, assenza di pre-
gresse patologie oculari inflammatorie o infetti-
ve virali, anamnesi negativa per interventi chi-
rurgici sul bulbo oculare o per trauma oculare,
per patologie allergiche mucosali stagionali, o
per uso anche sporadico di lente a contatto.

Il gruppo 2 comprendeva 38 occhi di 34 soggetti
(15M, 19 F; eta 45.1 £ 7.1, range 29-71 anni) af-
fetti da differenti patologie corneali caratteriz-
zate da inflammazione immuno-mediata in fase
acuta o sub-acuta: 7 occhi affetti da Cheratite da
HSV stromale recidivante, 11 occhi affetti da
Cheratite da Adenovirus nummulare, 22 occhi
affetti da condizioni caratterizzate da attivazio-
ne immunitaria corneale con difetti epiteliali
per erosioni corneali ricorrenti (n=12), ulcere
corneali post-infettive (n=3), rigetti epiteliali
acuti in PK (n=3), cheratocongiuntiviti allergi-
che (n=4),

Il gruppo 3 includeva 20 occhi di 20 pazienti
sottoposti a chirurgia refrattiva con laser ad ec-
cimeri (PRK) miopica (ES medio -4.5 £ 1.5 D),
con follow-up medio di 3 settimane (range 7-90
giorni) e che avevano presentato un decorso
post-operatorio regolare. Le cornee dei pazienti
arruolati in questo gruppo sono state utilizzate
in quanto costituivano prova di un processo di
cicatrizzazione attiva in assenza di processi pa-
tologici che necessitano dell attivita APC a livel-
lo della cornea centrale.

La valutazione della cornea @ stata condotta uti-
lizzando il microscopio confocale corneale digi-
tale Laser-Scanning (LSM) (HRT II Cornea Mo-
dule, Heidelberg Engineering GmbH, Ger-
many), che permette di valutare sia la cornea
centrale che la morfologia del limbus.

Il criterio di identificazione delle DC é stato |'e-
videnza, in sede compresa tra lo strato basale
dell’'epitelio e la membrana di Bowman, di
strutture cellulari nucleate di dimensioni com-
patibili con quelle note per le DC (tra 15 ¢
60pm) e fornite di prolungamenti citoplasmatici
fusati o ramificati.

La densita media delle DC al centro della cor-
nea e nel contesto del limbus & stata calcolata
mediante identificazione manuale delle struttu-
re cellulari utilizzando il software di calcolo di
densita cellulare fornito con lo strumento; tale
software consente la conta cellulare manuale al-
l'interno di una regione di interesse selezionata
(ROI) di dimensioni standard (0.06 mm?). Il va-
lore di densita ¢ stato considerato come media
di 3 differenti misurazioni.

Le differenze di densita di DC nel limbus e nel
centro corneale per ciascun gruppo, e tra | grup-
pi in esame sono state analizzate mediante Test-
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{ di Student. Le differenze nella proporzione di
osservazione (espressa in %) sono state analiz-
zate mediante test chi-quadro. Le analisi statisti-
che sono state condotte tramite computer
(SPSS* for Windows, ver. 10; SPSS Sciences,
Chicago, IL, USA).

Risultati

Le DC sono risultate visibili nel limbus in tutti
gli occhi di tutti i pazienti di ciascun gruppo;
invece, nel contesto della cornea centrale sono
state riscontrate in tutti i casi dei pazienti del
gruppo 2, nel 14% degli occhi dei pazienti del
Gruppo 1 e in nessun caso nel pazienti apparte-
nenti al Gruppo 3 (Tabella ).

In tutti i casl, la localizzazione delle DC era
compresa tra i 45 ed 65 pm: per quanto riguar-
da la cornea centrale, tali cellule sono eviden-
ziabili nel contesto dell'epitelio basale, della
lamina basale dell'epitelio o della membrana di
Bowman, mentre per quanto riguarda la zona
limbare, tali cellule si riscontrano nel contesto
della porzione basale dell’'epitelio o nel tessuto
connettivale corrispondente alla membrana
basale dell’epitelio e della membrane di Bow-
man.

Inoltre, nel limbus degli occhi del gruppo 2
stata osservata una densita media di DC mag-

Tab. I - Percentuale (%) di presenza di DC nella cornea
centrale e nel limbus nei tre gruppi comprendenti tutti
gli occhi dei pazienti esaminati.* P<0.001.

Gruppi Cornea DC Limbus DC
Gruppo 1 14% (n=4) * 100%
Gruppo 2 100% 100%
Gruppo 3 0% 100%

giore in maniera statisticamente significativa ri-
spetto a quella osservata negli occhi apparte-
nenti al gruppi 1 e 3; cosi come, & risultata signi-
ficativa la differenza dei valori medi di densita
riscontrati al centro della cornea per | pazienti
del gruppo 1 rispetto ai pazienti del gruppo 2
(Tabella II).

Dal punto di vista morfologico, le DC visualiz-
zate al limbus in tutti i soggetti non affetti da
patologie infiammatorie immuno-mediate della
cornea (gruppi 1 e 3) (e nel 14% dei casi per i
pazienti sani in cul sono state osservate nel cen-
tro corneale), hanno mostrato un aspetto carat-
terizzato da reflettivita medio-lieve, presenza di
processi citoplasmatici poco evidenti e dimen-
sioni inferiori a 15 pm. Al contrario le DC osser-
vate al limbus e al centro della cornea in tutti i
pazienti appartenenti al gruppo 2, sono apparse
di reflettivita pit alta (medio-elevata o elevata),
con evidenti processi dendritici citoplasmatici
di dimensioni superiori a 15 pm.

Discussione

Il nostro studio dimostra che, mediante esame
in vivo di microscopia confocale, & possibile
analizzare in cornee sane e patologiche, la pre-
senza, la distribuzione e la densita delle DC epi-
teliali e subepiteliali, sia a livello della cornea
centrale, che a livello del limbus, Poiché a tale
livello le DC sono presenti nel 100% di cornee
sane, e possibile ipotizzare che sia il tessuto lim-
bare a contenere una quantita di DC residenti
tali da consentirne il riscontro ubiquitario con
una metodica che presenta una dimensione di
campo di immagine inferiore ai 0,08 mm¢,

Un ulteriore dato importante che deriva dai ri-
sultati del nostro studio, & che, microscopica-
mente in vivo, & stato possibile trovare un ri-
scontro ai dati precedentemente riportati su

Tab. 11 - Densita cellulare media di DC nella cornea centrale e nel limbus nel tre gruppi di pazienti esaminati. Per i
Gruppo 2 & riportata una suddivisione in sottogruppi (n=numero di occhi compresi) corrispondenti alle tre princi-
pali categorie di patologie inflammatorie: HSV « cheratite erpetica stromale recidivante; ADV = cheratite da Ade-

novirus; DE - difetti epiteliali.

Gruppi Comea DCs Limbus DCs
Gruppo 1 18254 cell/mm?® (n=4) * 9136 cell/mny *
Gruppo 2 (totale) 31014 1cell/ mm? 294=T1cell/mm’
HSV (n7) 2384158 cell/mm? 3192105 cell/mm?
ADV (n 11) 332+116 cell/mm? 20352 cell/mny
DE (n 22) 300£162 cell/mm? 283475 cell/mm?
Gruppo 3 0 84435 cell/mm? 1

* P<0.001 rispetto ai valori medi in cornea centrale del Gruppo 2. t P<0,001 rispetto al valorl medi al limbus del

Cruppo 2,
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modello animale relativi alla modificazione del-
la distribuzione della densita delle DC in caso
di infiammazione. Abbiamo constatato che nel
gruppo di occhi affetti da infiammazione im-
muno-mediata della cornea, le DC sono presen-
ti sia a livello del limbus che a livello del centro
corneale nel 100% dei casi. con densita simile
nei due settori e comunque maggiore rispetto a
quella riscontrabile in occhi sani; questo evento
non si verifica nei pazienti del gruppo di con-
trollo sottoposti a PRK. Questi dati indicano
che, per innescare il reclutamento di DC dal
limbus verso il centro corneale che ne & solita-
mente sprovvisto, & richiesta una condizione di
inflammazione immuno-mediata in cui & neces-
saria la funzione di APC.

In caso di inflammazione corneale, mediante la
microscopia confocale & possibile evidenziare
variazioni morfologiche delle DC rispetto alla
visualizzazione tipica in condizioni di normali-
ta (incremento di dimensioni, di reflettivita,
comparsa di processi dendritici citoplasmatici

pil evidenti): & ipotizzabile che tali variazioni
siano l'espressione qualitativa di fenomeni di
attivazione e/o0 maturazione cellulare indotte
dallo stato patologico.

Le osservazioni del nostro studio potrebbero
portare ad implicazioni cliniche per le applica-
zloni diagnostiche microscopiche in vivo in nu-
merosi processi patologici corneali: in futuro,
potrebbe essere possibile definire morfologica-
mente uno stato di iniziale attivazione del siste-
ma immunitario locale della superficie oculare e
della cornea prima che gli elementi clinici e ma-
croscopici dell'infiammazione propria dei pro-
cessi patologici siano manifesti. Questo consen-
tirebbe ad esempio, la diagnosi precoce di riget-
to di trapianto di cornea, oppure indicherebbe,
in caso di persistenza di tale quadro microsco-
pico dopo la fase clinica, che un episodio di in-
flammazione mediata da meccanismi immuni-
tari (rigetto, cheratite stromale recidivante da
HSV, cheratocongiuntiviti allergiche etc.) ¢ an-
cora in fase attiva.
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