Kondroptosis: Dead but still alive
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Background

To analyze cell peculiar mechanisms of chondrocyte apoptosis.

Methods.

Synchronous chondrocyte apoptosis was induced by subjecting cartilage
explants from metacarpophalangeal condyles of young adult steers to uniaxial
sinusoidal cyclic loading at 0.1 Hz-frequency and 0.5 MPa peak stress force for 1,
3, 6 or 9 days. Samples were analysed for DNA fragmentation (active caspase-3
and TdT-mediated dUTP nick end labelling = TUNEL) and loss of membrane in-
tegrity (propidium iodide/PI staining with concurrent loss of fluorescein diaceta-
te staining).

Results

Caspase-3 and TUNEL always disclosed a) high proportions of cells undergoing
DNA fragmentation compared to Pl-positive/fluorescein-negative cells b) also in
the transitional and radial zones, whereas Pl-positive/fluorescein-negative cells
were mostly restricted to the superficial zone and c) an increase of the positive
cells over time, whereas the proportion of the Pl-positive/fluorescein negative
cells remained relatively stable.

Conclusion

Active caspase-3 forms nicks to DNA strands and TUNEL extends them. Fluores-
cein diacetate only labels cells with an active uptake and cytosolic esterification,
which staining is lost upon loss of membrane integrity leading to staining of
cellular DNA by PL. It is concluded that the apparent quantitative, topological
and kinetic discrepancy between DNA fragmentation and loss of cell mem-
brane integrity is explained by an extended delay of the secondary necrosis of
chondrocytes as a result of a peculiar form of apoptosis, known as chondropto-
sis. Chondrocyte plays a double role in the process having to undergo a pro-
grammed cell death, but also to clean after itself, protected by an intact plasma
membrane. This hitherto undescribed mode of apoptosis might reflect lack of
professional scavengers in chondrocyte lacunae.
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Rustosolu on sopeutunut elimiin erakkona lakunas-
saan. Sieltd kisin se ylldpitdd perisellulaarista ja territo-
riaalistakin soluviliainetta tuottaen ja muokaten sitd.
Koska rustosolun kuolema estii timin rustokudoksen
ylldpidon, liittyy ruston rappeutuminen ja nivelrikko
olennaisesti kondrosyyttien ohjelmoituun solukuole-
maan eli apoptoosiin (1,2). Apoptoosi on padasiallinen
kuoleman mekanismi monisoluisessa elidssi. Rustoso-
lun yksindinen ohjelmoitu kuolema poikkeaa muiden
solujen vastaavasta kuolemasta. Rustosolun liheisyy-
dessi ei ole solujdinteitd sydvid scavenger-soluja, ku-
ten monosyytteji tai makrofageja, jotka normaalissa
apoptoosissa poistavat (siivoavat) solujitteet ilman etti
timi fagosyytosi tissd yhteydessi aiheuttaa tulehdus-
ta. Siksi tdtd erikoisissa olosuhteissa tapahtuvaa apop-
toosia on ruvettu kutsumaan nimelli kondroptoosi
(3,4). Eroksi klassisesta apoptoosista kondroptoosiin
liittyy preterminaalinen solun ilmiasun muutos niin
ettd endoplasminen solukalvosto ja Golgin laite hy-
pertrofioituvat tyypin 2 rustosoluissa. Nimi aktivoi-
tuneet solut muuttuvat vasta myshemmin tyypillisiksi
solulimaltaan ja kromatiiniltaan pyknoottisiksi tyypin
3 rustosoluiksi (3). On arveltu, etti timi solun sisdi-
sen kalvoston hypertrofia jakaisi soluliman osastoihin,
joiden turvissa rustosolu voisi lipikiydd apoptoosia
ilman ettd sen ympirilli on sydjdsoluja (5). Oletuk-
semme mukaan tihin kondroptoosiin liittyy vield kol-
maskin tyypillinen piirre, nimittdin solukalvon chey-
den yllidpito samalla kun solu jo sisiltd kisin hajoaa
apoptoosin ja tuman DNA:n pilkkoutumisen mydta.
Timi estdd ennenaikaisen apoptoottisten kappaleiden
vapautumisen ja niiden sekundaarinekroosin. T4lli ta-
valla rustosolun on mahdollista kuolemansa jilkeen
jatedd jalkeen tyhjd ja siisti lakuna vaikkei paikalla ole-
kaan scavenger-soluja.

Testataksemme oletustamme kidytimme hirin
vuohisen (fetlock eli mcp-nivel) rustoa, joka altis-
tettiin in vitro osteoartrogeeniselle intermittoivalle,
sykliselle kuormalle 9 piivin ajan. Tdmin mallin on
aiemmin osoitettu johtavan nivelrikon kaltaisiin muu-
toksiin (6). Nopeasti alkava ja suhteellisen samanai-
kaisesti etenevd apoptoosi antaa hyvin tilaisuuden tut-
kia ndicd varhaisia rustosolun kuoleman tapahtumia ja
sitd kautta saattaa olla mahdollista tunnistaa niiti kes-
keisid tapahtumia, joihin puuttumalla ruston rappeu-
tumista ja nivelrikkoa voitaisiin estda.

Apoptoosin markkereiksi valittiin - aktivoitunut
kaspaasi-3 (pilkkoo tuman DNA:ti eli tekee siihen lo-
via = "nicks”), joka tunnistettiin immunohistokemial-
lisella virjdykselld, seki DNA:n lovet, jotka tunnistet-

tiin TUNEL (TdT-mediated dUTP nick end-labeling)
menetelmilld, joka tunnistaa kaspaasi-3 pilkkomia va-
paita DNA:n piitd rakentaen niihin leiman sisiltivin
jatkeen. Molempia muutoksia pidetdin merkkini sii-
td, ettd prosessi on edennyt yli “point-of-no-return”:in
eikd ole endi palautuva. Solukalvon eheyden siilymis-
td tutkittiin kiyttden nekroottiset solut ja apoptoot-
tiset kappaleet tunnistavaa propidiumjodidi-menetel-
mii. Propidiumjodidi ei pysty tunkeutumaan elidviin
soluun, mutta nekroottisen solun tai apoptoottisen
kappaleen DNA:n (tuman tai sen fragmentit) se vir-
ja4, koska niiden solukalvo on rikkoutunut. Siihen oli
vield yhdistetty kidnteisesti kiyttdytyvi soluliman vi-
taaliviri fluoreskeiinidiasetaatti.

Potilaat ja menetelmdit

Rustoeksplanttien intermittoiva kuormitus
Tutkimuksessa kdytimme mekaanista, tietokone-oh-
jattua kuormituslaitetta, jossa rustokappaleita voidaan
kuormittaa steriileissi kudosviljelyolosuhteissa (7).
Makroskooppisesti terveen nikoinen 18-24 kuukauti-
sen hirin vuohisen rusto poistettiin painoa kantavalta
alueelta. Siiti otettiin 7 mm livistimelld kiekkomaiset
rustoniytteet, jotka pestiin ja laitettiin niytteenpidik-
keisiin ruston liukupinta yléspiin. Niitd rustondyttei-
td viljeldin 2,5 millilitrassa Ham F-12 soluviljelynes-
tettd, johon oli lisitty seerumin korvikkeena CR-ITS
(8). Elatusaine vaihdettiin kolmen piivin vilein.

Kuormituslaite laitettiin kahdeksi tunniksi tasa-
painottumaan 95 % kosteutettuun 5 % CO2-ilma
seokseen. Sen jilkeen radiaalisuunnassa vapaasti laa-
jeneviin rustopaloihin kohdistettiin 1, 3, 6 ja 9 piivin
ajan intermittoivasti uniaksiaalinen syklinen kuorma,
joka oli sinikdyrin muotoinen, taajuudeltaan 0,1 Hz
ja huippukuormaltaan 0,5 MPa. Kuormitusjaksot oli-
vat 10 sekuntia pitkit ja tauot 100 sekuntia pitkit.
Taukojen aikana kuormituslevy nostettiin pois ruston
pinnalta. Kompression aste kuormituksen aikana mo-
nitoroitiin (9).

Aktiivisen kaspaasi-3:n immunohistologinen
varjays

Kuormitetut rustondytteet kiinnitettiin formaliinin ja
valettiin parafiiniin. Blokeista valmistettiin 7 pm ku-
dosleikkeet kromalaun-tymoli-laseille. Kudosleikkeet
deparafinisoitiin ja rehydroitiin, kisiteltiin hyaluroni-
daasilla ja pestiin fosfaatti-puskuroidussa fysiologises-
sa keittosuolassa, johon oli lisitty 0,1 % Triton X-100
-detergenttid. Endogeeninen peroksidaasi salvattiin
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Kuva 1. Kuvassa on vasemmalla negatiivinen kontrollivéirjdys. Leikkeessd nékyy pinnallinen (tangentiaalinen, superfi-
cial) rustokerros (merkattu S kirjaimella) ja transitionaalinen vdlivybhyke (merkattu M kirjaimella). Oikealla nékyy kas-
paasi-3-immunovadrjdys. Kaspaasi-3 on aktiivinen entsyymi, joka tekee lovia DNA:han. Jos sitd on soluissa, vdrjéytyvit
ne ruskeiksi. Tdssd ndkyy sekd apoptoosia eli ohjelmoitua solukuolemaa lédpikéyvié rustosoluja (ruskeita) ettd elcivid

rustosoluja (eivdt ole vérjdytyneet) vilivydkykkeessd (merkattu M kirjaimella) ja sitdikin syvemmdillé olevassa radiaali-

sessa vyohykkeessd (merkattu D kirjaimella).

Kuva 2. Kuvassa vasemmalla TUNEL-positiivisia apoptoosia Idpikdyvié soluja pinnallisessa (Sz), transitionaalisessa
(Mz) ja radiaalisessa (Dz) vyéhykkeessd. Niiden tumassa on kaspaasi-3:n loveamia DNA:n pditd, joihin menetelmdn
avulla on tehty tunnistamisen mahdollistama "héntd” (end labelling). Oikealla on leimauskontrolli, josta héntdd
rakentava terminaalinen deoksi-nukleotiditransferaasi on jdtetty pois (negatiivinen menetelmdkontrolli).

kiyttden 0,3 % H202 ja epispesifistd virjaytymis-
td vihennettiin kiyttien 1:20 laimennettua vuohen
normaalia seerumia esi-inkubaatiossa. Aktivoitunut
kaspaasi-3 virjittiin kiyttden 2.5 pg/ml kanissa tuo-
tettua akdiiville ihmisen kaspaasi-3:lle spesifisti IgG
luokan vasta-ainetta (joka ristireagoi hirin kaspaasi-
3:n kanssa). Primaari vasta-aineinkubaatio tehtiin yli
yon 4 °C ja antigeeni-vasta-ainereaktio visualisoitiin
kiyttden avidiini-biotiini-peroksidaasi- kompleksime-
todia (10). Positiiviset solut virjiytyvit ruskeiksi (kuva
1, oikea paneeli).

TUNEL (TdT-mediated dUTP nick end-labeling)
Samat rustondytteet leimattiin myds kiyttien loven
loppupiin TUNEL leimausta (11) (kuva 2, vasen pa-

neeli). Negatiivisena menetelmikontrollina terminaa-
linen deoksi-nukleotiditransferaasi (TdT) -entsyymi
jdtettiin pois protokollasta. Positiivisena niytekontrol-
lina kiytettiin apoptoottisia osteoklasteja. Niytteestid
valmistettuja leikkeit kisiteltiin my8s 0.2 U (100 ng/
ml) DNaasilla positiivisten niytekontrollien tuottami-

seksi.

Propidiumjodidivarjays

Samaan aikaan valmistetut ja rinnakkain niiden niyt-
teiden kanssa kisitellyt niytteet pestiin kahdesti ste-
riilissd fosfaatilla puskuroidussa fysiologisessa keitto-
suolassa. Kuormitetuista niytteistd leikattiin 50 pm
paksuisia leikkeitd kohtisuoraan kuormitusakselia vas-
taan. Leike laitettiin yhden tipan puskuria sisiltiville
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Kuva 3. Kuvassa ndkyy fluoreskeiini-
diasetaatti-propodiumjodidi kaksois-
vdrjdys. Eldvdt ja ehjdt solut ottavat
fluoreskeiinidiasetaatin sisddnsd ja
esterGivdt sen, jonka jilkeen se nékyy
keltaisen-vihredisti fluoresoivana sopivia
eksitaatio-emissio-aallonpituuksia
kdytettdessd. Kuolleet ja nekroottiset
solut eivdt pysty ndin tekemddin ja

ne ovat fluoreskeiini.negatiivisia. Sen
sijaan ne ovat propidiumjodidi-positii-
visia ja ndkyvdt punaisina. Propidium-

jodidi ei pddise eldivén ja ehjén solun
sisdédn, mutta nekroottiseen solun kalvo
rikkoutuu ja propidiumjodidi pédsee
solun sisddn ja sitoutuu DNAhan solun
tumassa tai DNAta sisdltdvissd sekun-
daarinekroosin Idpikdyneissd apoptoot-

tisissa kappaleissa.

Taulukko 1. Kaspaasi-3-, TUNEL- ja propidiumjodidi (Pl) -positiiviset solut

1, 3, 6 ja 9 pdivin kuormituksen jélkeen (keskiarvot).

Kuva 4. Transmissioelektronimikroskopiakuvia rustondytteistd. Paneelissa A
ndkyy terve rustosolu, jossa on karkeaa ergoplasmaa (RER), tuma (Nu) ja sen
sisdlld tumajyvdnen (nu). Paneelissa B nékyy apoptoottinen rustosolu, jonka
tuma on kondensoitunut ja fragmentoitunut. Paneelissa C nékyy apoptootti-
nen solu, jonka tuma on pyknoottinen ja tumma ja jota ympdrdi kondensoi-
tunut ja rakkuloiva (blebbing) solulima (yldhddllé vasemmalla) ja terve tytdr-
solu (alhaalla oikealla). Paneelissa D ndkyy paisunut nekroottinen rustosolu
(ylhddlld oikealla) ja apoptoosiin mennyt tytdrsolu (alhaalla vasemmalla).

Vyohyke Biomarkkeri Day 1 Day 3 Day 6 Day 9
Kaspaasi-3 60 62 73 95
TUNEL 67 63 51 82
Pinnallinen Pl 78 20 83 98
Kaspaasi-3 35 57 71 94
TUNEL 64 39 54 81
Transitionaalinen | PI 12 22 15 36
Kaspaasi-3 43 56 68 94
TUNEL 30 63 47 79
Radiaalinen Pl 9 7 6 15
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objekdiivilaseille. 200 pl Ham F-12 elatusainetta, jo-
hon oli lisitty 0.1 mM fluoreskeiinidiasetaattia ja 0.3
mM propidiumjodidia, laitettiin leikkeille, joita inku-
boitiin 5 minuuttia pimedssi 37 °C limpatilassa ja 95
% kosteudessa. Propidiumjodidia piisee kuolleisiin
rikkiniisiin soluihin, joissa se virjdd tuman (tai apop-
toottisten kappaleiden) DNA:n punaiseksi, kun taas
vain eldvit solut pystyvit aktiivisen kuljetusjirjestel-
min avulla ottamaan sisiinsi fluoreskeiinidiasetaattia,
joka esterdityy solulimassa ja fluoresoi kellanvihreini

(kuva 3).

Transmissioelektronimikroskopia
Joistain leikkeistd valmistettiin myds ohutleikkeet
transmissioelektronimikroskopiaa varten (kuva 4).

Analyysi

Vihintdan 100 kaspaasi-3- tai TUNEL-leimattua
solua laskettiin tangentiaalisesta pinnallisesta vyShyk-
keestd, transitionaalisesta vilivydhykkeestd ja radiaali-
sesta vyohykkeestd kiyttien Leitz valomikroskooppia
ja Diaplan linssisysteemid (Wetzlar, Germany). Pro-
pidiumjodidi-positiiviset solut laskettiin fluoresens-
simikroskoopilla kiyttden 450-490 nm eksitaatiota
ja 510-20 nm emissiota 200 x suurennoksella (Zeiss,
Oberkochen, Germany).

Tulokset

Ensimmiisen piivdn niytteissi oli pinnallisessa vyo-
hykkeessd suurin piirtein yhtd paljon kaspaasi-3- ja
TUNEL-leimattuja kuin propidium-odidi positiivisia
soluja (taulukko 1). Myshemmin kuitenkin seki kas-
paasi-3- ettd TUNEL-positiivisten solujen lukumii-
rd lisddntyi varsinkin vilivyohykkeessi ja radiaalisessa
vyohykkeessi (taulukko 1).

Propidiumjodidi-positiivisia soluja nikyi heti al-
kuun pinnallisessa vyohykkeessi (kuva 3 ja taulukko
1). Niiden prosenttiosuus ei kuitenkaan ajan myotd
kasvanut vaan pysyi melko vakiona sekd pinnallisessa,
transitionaalisessa ja radiaalisessa (taulukko 1) vyshyk-
keessi koko 9-piiviisen kokeen aikana. Negatiiviset
metodikontrollit kaspaasi-3- (kuva 1, vasen paneeli)
ja TUNEL-menetelmille (kuva 2, oikea paneeli) seki
positiiviset niytekontrollit vahvistivat leimausmene-
telmien toiminnan.

Pohdinta

Apoptoosi tapahtuu hyvin siinnénmukaisesti joko
ulkoisten (ulkoinen reitti) tai sisiisten (sisiinen reit-
ti) apoptoosia aiheuttavien irsykkeiden laukaisemana.
Tillsin solut kutistuvat samalla kuin niiden tumasta
tulee pyknoottinen ja se hajoaa solun muodostaessa
apoptoottisia kappaleita.  Professionaaliset scaven-
ger-solut poistavat apoptoottisia kappaleita niin ettd
tulehdusreaktiota ei pdidse syntymiin. Rustosolun
kannalta timi on ongelmallista, koska se eldd yksin
lakunassaan eiki lahistslld ole puuhtaanapidosta huo-
lehtivia scanvenger-soluja. Ehki tisti johtuen rustoso-
lun apoptoosissa on havaittu solutyypillisid piirteitd,
jotka erottavan sen lipikiymin apoptoottisen proses-
sin muiden solujen vastaavasta. Aikaisessa vaiheessa
rustosolujen apoptoosiin kuuluu solun aktivaatio ja
transdifferentaatio, jolloin endoplasminen solukal-
vosto ja Golgin laite kasvavat samalla kun ilmeisesti
solu hyvin aktiivisesti tuottaa valkuaisaineita, ilmeises-
ti yrittden muokata soluviliaineen rakennetta. Onkin
esitetty, ettd tissd vaiheessa soluelimet jakaisivat rusto-
solun soluliman osastoihin, joissa apoptoosi voisi ede-
td hdiriintymitti erdidnlaisena autofaagisena prosessi-
na, jossa solu sy itse itsedin sisiltd kdsin. Muuten on
uhkaamassa vaara, ettd puutteellisesti hajotetut solun
osaset ja rakenteet vapautuvat rustosolun lakunaan.
Timintapaista solun sisilld pitkille etenevid apoptoo-
sia solukalvon samalla siilyessi ehjini on ehdotettu
elektronimikroskooppisten 18ydosten perusteella (12).
Téamin oletuksen testaamiseksi kdytimme kahta apop-
toosin tunnistamiseen laajalti kiytettyd menetelmii,
kaspaasi-3- ja TUNEL-leimausta samalla kun selvi-
timme solukalvojen eheyttd kiyttien PI- ja fluoreske-
iinidiasetaatti kaksoisvirjiystd. Yleensd scavenger-so-
lujen puuttuessa, esimerkiksi aiheutettaessa apoptoosi
joissain soluviljelmissi, sekundaarinen nekroosi seuraa
muutamassa tunnissa ja viimeistian 48 tunnin sisill3
prosessin alusta (13). Niin ei kidynyt rustossa.

Ym. menetelmii kiyttien osoitimme selvit kvan-
titatiiviset, topologiset ja kineettiset erot DNAn pilk-
koutumista ja solukalvon eheytti luotaavien menetel-
mien vililli. DNAn pilkoutumista lipikiyvien solujen
%-osuus oli suurempi kuin solukalvon integriteetin
menettineiden Pl-positiivisten, fluoreskeiini-negatii-
visten rikkonaisten solujen. Kaspaasi-3- ja TUNEL-
positiivisten solujen prosenttiosuus oli varsinkin tran-
sitionaalisessa ja radiaalisessa vydhykkeessi suurempi
kuin Pl-positiivisten solujen %-osuus. Kolmannek-
seen, kaspaasi-3- ja TUNEL-positiivisten solujen %-
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osuus kasvoi ajan funktiona kun taas Pl-positiivisten
solujen %-osuus pysyi melko vakiona.

Pidttelemme, ettd rustosolun apoptoosi etenee
melko pitkdin ehjin solukalvon sisilld ja suojissa. Jo
kaspaasi-3- ja TUNEL-positiivisiksi muuttuneiden
solujen apoptoosin katsotaan olevan palautumaton
koska tapahtumaketju on jo edennyt ohi ”point-of-
no-return” checkpointin. Sen sijaa usein apoptoosin
tutkimiseen kiytettidvit pro-apoptoottiset merkkiai-
neet kuten Bax, Bid ja Bak voivat esiinty soluissa, jot-
ka vield elpyvit, mutta DNAn pilkkoutuminen vie so-
lulta mahdollisuuden ylldpitdd normaalia rakennetta
ja toimintaa. Tdmin vuoksi timi tyo vahvistaa aiem-
mat oletukset kondroptoosista erityiseni kondrosyyt-
tityypillisend tapahtumasarjana. Tihin liittyy solu-
jen pre-terminaalinen aktivaatio, jonka vaikutuksesta
kiyttimissimme ex vivo mallissa syntyy nivelrikolle
tyypilliset soluviliainemuutokset yhdeksin piivin si-
silld vaikka timi ihmisrustossa vaatii vuosikymmenia.
Timi aktivaatio tuottanee myos ne lyyttiset mutta so-
lun sisilld pysyvit entsyymit, joita solun sisdled kisin
tapahtuva hajoaminen edellyttdi silloin kun paikalla ei
ole scanvenger-toimintaa hallitsevia soluja.

Tilld intermittoivalla ja sykliselli kuormituksel-
la on voitu tuottaa nivelrikon kaltaisia muutoksia
proteoglykaaneissa, fibronektiinissi ja kollageenissa
(9,14). Timi himmaistyttivd samankaltaisuus nivel-
rikkoisen ruston kanssa viittaa siihen, ettd kyseessi on
aktdiivinen rustosolujen (apoptoosiin) liittyvd muu-
tos pikemminkin kuin passiivinen kuluminen (3,4).
Timi kondrosyyttityypillinen varhainen apoptoosin
“loppukiri”’-muutos aiheuttaa endoplasmisen kalvos-
ton ja Golgin laitteen liikakasvun ja ilmeisesti myds
soluviliaineen komponenttien ja siti muokkaavien
entsyymien kiihtyneen synteesin. Titen selittyy se, mi-
ten on mahdollista ettd yleensi vuosikymmenien ajan
pituista kypsyttelyd vaativat muutokset syntyvit alle
1/2000 ajassa, runsaassa viikossa.

Piittelemme, ettd kiyttimissimme mallissa ni-
velrikon kaltaiset muutokset, aivan niin kuin ihmi-
sen nivelrikossakin, ovat kytkettyji rustosolujen apop-
toosiin. Nivelrikossa usein suuri osa rustosoluista on
kuollut apoptoosin my6td, mutta ex vivo mallissa voi-
daan vield tunnistaa titd ohjelmoitua solukuolemaa l3-
pikéyvit solut. Voidaan pditelld, ettd solukalvon cheys
sdilyy ainakin 9 vuorokautta, mutta ei ole tarkempaa
tietoa siitd miten paljon pidempiin se siilyy. Taval-
lisesti se menetetdin alle kahdessa vuorokaudessa,
usein vain muutamassa tunnissa. Tuloksemme ei voi
olla vidrid negatiivinen tulos, koska pinnallisessa vyo-

hykkeessi oli kaikissa ndytteissi Pl-positiivisia nek-
roottisia soluja positiivisena niytteen sisdisend niyte-
kontrollina. Kokeelliselta kannalta tdmi rustosolujen
samaan aikaan alkuun laitettu apoptoosi on edullinen,
koska sen avulla voidaan tutkia prosessin kriittisen al-
kuvaiheen sidtelyd. Koska kyseessi on aktiivinen so-
luvetoinen tapahtumasarja saattaa niin 18ytyd ruston
degeneraatiota ja nivelrikon etenemisti sidtelevid in-
tervention mahdollisuuksia, joiden avulla olisi mah-
dollista kehittdd uusia hoitomuotoja nivelrikon hoi-
toon (15).
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