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yliopistollinen sairaala

Nivelreumassa tulehtunut kudoskalvo eli pannus kasvaa nivelruston paalle muo-
dostaen kroonisen synoviittikudoksen, joka aiheuttaa ruston ja rustonalaisen luun
tuhoa johtaen eroosioiden muodostumiseen luussa. Luun tuhoutumiseen osal-
listuvat monitumaiset luunsydjasolut muodostuvat monosyytti/makrofaageista
fuusioitumalla. Olimme aiemmin osoittaneet monitumaisten solujen esiintymisen
pannuskudoksessa ja nyt halusimme maarittda tarkemmin mahdolliseen fuusioon
osallistuvan disintegriini-metalloproteinaasi ADAM8:n ilmenemisen pannusku-
doksessa seka selvittdd lahemmin sen funktiota fuusioituvissa soluissa. Tutkimus-
tuloksemme osoittavatkin ADAMS8:n ekspression niin proteiini- kuin lahetti-RNA-
tasoilla lisddntyneen tulehtuneessa reumakudoksessa sekd myds luunsyodjasolujen
fuusioitumisen aikana. Funktionaalisesti ADAM8:n yliekspressio lisdsi luunsyoja-
solujen muodostumista, kun taas ADAM8:n ekspression hiljentamisen vaikutus oli

padinvastainen.

Johdanto

Nivelreumassa tuntematon antigeeni saavuttaa nivel-
kalvokudoksen aiheuttaen paikallisen immuunivas-
teen, joka johtaa jatkuvaan nivelkalvon tulehdukseen.
Tulehtunut nivelkalvo eli pannus kasvaa kiinni rus-
toon aiheuttaen sen seki alla olevan luun tuhoutumi-
sen (1,2). Pannuksen etenevi reuna muodostuu fib-
roblastin ja makrofaagin kaltaisista soluista (3), jotka
tuottavat nivelrustoa ja luuta tuhoavia proteinaaseja
seki muodostavat luunsyéjisolujen eli osteoklastien
syntyyn tarvittavia tekijoitd.

ADAM (a disintegrin and metalloproteinase)
perheen proteiinit ovat solukalvon lipiisevid glyko-
proteiineja, joilla kaikilla on sekid disintegriini- ettd
metalloproteinaasiosa (4). Solunulkoinen aminoter-
minaalinen osa muodostuu propeptidisti eli aktivaa-
tiopeptidistd, jota seuraa soluviliaineen pilkkoutumi-
seen osallistuva metalloproteinaasiosa. Disintegriini ja
kysteiinirikkaat osat seuraavat metalloproteinaasiosaa
ja ovat osallisena soluadheesioissa seki muodostavat

virusinfektioiden yhteydessi syntyvien fuusiomole-
kyylien kaltaisia rakenteita. ADAMS8:n, 9:n ja 12:n
onkin aiemmin osoitettu olevan osallisena solu-solu-
fuusioon (5-7). Niiden samojen proteiinien lisdinty-
nyt ekspressio aseptisesti irronneen tekonivelen vili-
kalvokudoksessa seki aktivoituminen monitumaisten
solujen muodostumisen yhteydessi puolestaan osoit-
taa niiden proteiinien osallisuuden tekonivelen irtoa-
miseen tuhoamalla ympirsivii luuta (8-10)

Kudostuhon mekanismien ymmirtiminen an-
taa keinoja tismihoitoihin, joilla voidaan pyrkii es-
timdin nivelreumaan liittyvid rakenteellisia toiminta-
kyvyn alenemiseen ja eliminlaadun huononemiseen
johtavia muutoksia. Tarkempi selvitys luunsydjisolu-
jen fuusion mekanismista mahdollistaisi saamaan pro-
fylaktiset fuusion estdjit tiloihin, joissa luunsydjisolut
aiheuttavat kudostuhoa.

Menetelmdit
Disintegriini-metalloproteinaasi ADAMS8:n  osuut-
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ta nivelreumassa tutkittiin immunohistokemiallisesti
proteiinien ja in situ -hybridisaatiolla lihetti-RNAn
paikallistamisen avulla nivelreuman pannuksesta ver-
rattuna nivelreuman ja nivelrikon ei-tulehtuneeseen
nivelkalvoon. ADAMS8:n osuutta solujen yhteensu-
lautumisessa tutkittiin kidytédmilld perifeerisen veren
yksitumaisia soluja (monosyytteji) sekd hiiren mo-
nosyytti/makrofaagi-linjan (RAW 264.7) soluja mul-
tinukleaaristen solujen esiastesoluina kasvattamalla
niitd osteoklastien erilaistumistekijin RANK-ligan-
din (receptor activator of nuclear factor kappa B li-
gand) kanssa sekd humaanisolut my$s monosyyttikas-
vutekijin M-CSF:in (macrophage-colony stimulating
factor) kanssa. ADAMS-proteiinin ilmentyminen hil-
jennettiin RAW-soluissa kiyttden RNA-interferens-
sitekniikkaa (siRNA), joka hidastaa proteiinin muo-
dostumista. Vastaavasti nopeutunutta muodostusta
tutkittiin lisadmalli ADAMS8-proteiinin tuotantoa
siircdmilld RAW-soluihin kloonattu, tiyspitkd ja vil-
lityyppinen  komplementaarinen = ADAMS8-DNA.
ADAMS:n esiintymistd tutkittiin  proteiinitasolla

myds kiyttden western blottausta, virtaussytometriaa
ja immunofluoresenssia, joissa ADAMS-proteiinin eri
muodot (promuoto, katalyyttisesti aktiivinen muoto
ja fuusioaktiivinen muoto) pystyttiin osoittamaan spe-
sifisesti sitoutuvien vasta-aineiden avulla. ADAMS8:n
geenin ilmentymisti tutkictiin kvantitatiivisesti lahet-
ti-RNA-tasolla (QRT-PCR). TRAP (Tartrate-resistant
acid phosphatase) virjiysti sekid kvantitatiivista luun-
syojasolumarkkereiden (TRAD, katepsiini K, Integrii-
ni beta-3, kalsitoniinireseptori) RT-PCR:44 kiytettiin
osoittamaan monitumaiset osteoklastityyppiset solut.

Tulokset

Nivelreuman pannuksen osoitettiin niin proteiini-
kuin lihetti-RNA-tasoilla selkeisti lisinneen ADAMS:
n tuotantoa (kuva 1). Monosyytit tuottavat stimuloi-
taessa lisid ADAMS8-molekyyleji valmistautuessaan
fuusioon, silld stimuloiduissa monosyyteissi ADAMS:
n virjdytyminen lisd4ntyi kasaumina fuusioituvien so-
lujen sisilli (kuva 2). ADAMS:n lihetti-RNA-tuo-
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Kuva 1. Prosentuaalinen ADAMS8:n immunohistokemiallinen
varjdytyminen kokonaisalasta seka ADAM8:n kvantitatiiviset
lahetti-RNA kopioluvut (per 1000 beta-aktiinia) nivelrikon (OA)
ja nivelreuman synoviaalikudoksessa (RA) seka pannuskudok-
sessa. ***p< 0.001, **p< 0.01.

Kuva 2. ADAM8-proteiinin ilmeneminen stimuloiduissa mo-
nosyyteissa (1, 3, 7 ja 14 paivat) kdyttden immunokemiallista
varjaytymista. DAPI (4,6-Diamidino-2-phenylindole) vérjays
ytimien osoittamiseksi (x 600).

Kuva 3. Western blotting osoittaa ADAM8-proteiinin eri muo-
dot ei-stimuloiduissa (-) ja stimuloiduissa (+) monosyyteissa
(120 kD promuoto, 75kD metalloproteinaasimuoto, 55 kD
disintegriinimuoto). Varjadytymisen voimakkuudet on osoitettu
prosentuaalisesti korreloituna vahvimpaan muotoon.
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Kuva 4. TRAP-positiivisten solujen ilmeneminen stimuloiduissa
monosyyteissd, joissa ADAMS hiljennetty (siADAMS), kontrolli

siRNA-alukkeet (siCTRL), kontrolli ilman alukkeita (siLIPO) tai
kontrolli ilman mitdan lisattyja aineita (siNEG).
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tanto kasvoi monitumaisten solujen muodostumisen
aikana ja samanaikaisesti huomattiin ADAMS:n pro-
proteiinin pilkkoutuminen ensiksi proteolyyttises-
ti aktiiviin metalloproteinaasimuotoon ja sitten vield
proteinaasittomaan fuusioaktiiviseen muotoon (kuva
3). ADAMS8:n ilmenemisen hiljentdminen aiheutti
monitumaisten TRAP+-solujen muodostuksen (kuva
4), kuten myds osteoklastimarkkereiden ekspression
alenemisen, kun taas vastaavasti ADAMS8:n ylituotan-
to lisdsi muodostusta.

Pohdinta

Nivelreuma on yleisin niveltulehduksen tyypeistd
ja huolimatta tehokkaasta tutkimuksesta sairauden
syy on edelleen episelvd. Pannuksen tuottamat pro-
teolyyttiset entsyymit mahdollistavat sen etenemisen
ruston lipi alla olevaan luuhun sidd tuhoten. Tillsin
pannuskudoksen makrofaagin kaltaiset solut alkavat
mahdollisesti fuusioitua muodostaen monitumaisia
luunsy®jisoluja. Tutkimuksemme osoittavatkin pan-
nuksessa olevien monitumaisten solujen lisniolon ja
nyt myds mahdollisen fuusioon osallistuvan matriksi-
metalloproteinaasin ADAMS:n lisidntyneen ilmene-
misen pannuksessa ja erityisesti pannus-kovakudok-
sen rajapinnalla.

ADAMS-proteiini aktivoituu ensiksi proteolyytti-
sesti aktiiviseksi kun propeptidin pilkkoutuminen pal-
jastaa metalloproteinaasiosan. Metalloproteinaasiosan
irtoaminen, joka on mahdollisesti autokatalyyttinen,
paljastaa fuusioon tarvittavat disintegriini- ja kysteiini-
rikkaat osat (11), johon tulostemme perusteella tarvi-
taan myos luunsyojisoluja stimuloivat tekijic RANK-
ligandi ja M-CSE ADAMS8:n rakenteen muuttumisen
osoitus proteolyyttisesti aktiivisesta mahdolliseen fuu-
sioaktiiviseen muotoon monitumaisten solujen muo-
dostuessa viittaa niin ollen myés ADAMS8:n raken-
teellisen toiminnan osuuteen solufuusiossa.

Tarkemmin funktionaalista toimintaa tutkies-
sa kdytimme transfektiota lisitiksemme ADAMS-
proteiinin tuotantoa stimuloiduissa monosyyteissi
ja huomasimme niin virjiysten kuin kvantitatiivis-
ten osteoklastimarkkereidenkin perusteella, ettd mo-
nitumaisten luunsydjdsolujen muodostuminen niis-
sd soluissa lisddntyi merkittivisti. Halusimme myos
osoittaa toteen saman asian mutta piinvastoin eli hil-
jensimme ADAMS8:n tuotantoa stimuloiduissa mono-
syyteissd ja kuten olettaa saattoi, tulokset olivat niin
TRAP-positiivisten solujen osalta kuin osteoklasti-
markkereiden lihetti-RNA-tasojen perusteella juuri

pdinvastainen kuin transfektioanalyysien perusteella.

Tulokset osoittavat  ADAMS8-proteiinin lisdin-
tyneen ilmenemisen niin kudos- kuin solutasolla ja
erityisesti monitumaisten luunsyéjisolujen muodos-
tumisen eli solufuusion aikana. Kuitenkaan tarkkaa
molekulaarista mekanismia ei vield tiedetd ja se jid
episelviksi, mutta mahdollisesti ADAMS8-positiivisten
solujen disintegriiniosa on vuorovaikutuksessa muo-
dostuvan luunsydjisolun integriinireseptorin kanssa
muodostaen solu-solu-kontaktin. ADAMS:n rooli til-
laisessa kontaktimallissa voisi olla solujen aktivoimi-
nen mahdollisen fuusioitumisen helpottamiseksi.
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