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UN OCCHIO IN LABORATORIO

Realizzazione di colture di sinoviociti da liquido sinoviale

Synoviocyte cultures from synovial fluid
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SUMMARY

The study of the pathogenetic mechanisms of rheumatic diseases is in general carried out through “in vitro” systems
based on cellular cultures models. The difficulties to achieve fresh human tissue prompted us to develop a simpler
method to obtain fibroblast-like synovial cells from synovial fluid (SF).

Methods: SF was collected from the knees of 5 patients with rheumatoid arthritis (RA), 4 with osteoarthritis (OA) and
5 with psoriatic arthritis (PsA). The pellet obtained after centrifugation was resuspended in DMEM/HamF 12 containing
10% fetal calf serum, 1% peni-streptomicin, 4ng/ml of fibroblast grow factor and incubated at 37°C in T25 culture
[flasks. Synoviocytes were also obtained from fresh synovial membranes (SM) by explants technique. Both types of cells
were characterized by immunocytochemistry and their inflammatory response to synthetic monosodium urate crystals
was studied through the measurement of nitric oxide (NO).

Results: Adherent synoviocytes were obtained from the culture of 2/5 SF from RA, 4/4 SF from OA and 5/5 SF from
PsA. Synoviocytes isolated from both SF and SM expressed surface antigens CD90, CD55, and the intracellular pro-
lyl-4-hydroxylase. Morphologically, the cells showed the typical spindle-shape fibroblast-like appearance. NO levels
induced by UMS crystals in SF synoviocytes were similar to those obtained in SM synoviocytes.

Conclusion: Adherent cells obtained from SF showed the phenotype and the reactivity of tissue synoviocytes. Due to
the easy accessibility of SF, this method may represents an useful alternative when synovial tissues is not promptly
available.

1 volume e la composizione del liquido sinovia-

le (LS) riflettono I’integrita dei tessuti articolari.
Le modificazioni a cui vanno incontro durante i
processi flogistici rappresentano utili indici dia-
gnostici e/o prognostici di malattia (1).
La popolazione cellulare del LS, che dipende dal
grado di infiammazione e dal tipo di affezione, ¢
rappresentata prevalentemente da leucociti mono-
e polimorfo-nucleati.
Non e raro, tuttavia, riscontrare durante 1’analisi a
fresco del LS, altri tipi cellulari la cui morfologia
riflette quella dei sinoviociti di tipo A e B della
membrana sinoviale (Fig. 1) (2). Verosimilmente
queste cellule derivano dall’erosione o dal turno-
ver del tessuto sinoviale.
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Recentemente Neidhart et al. hanno caratterizzato
cellule fibroblastiche aderenti provenienti da LS di
pazienti con artrite reumatoide (AR) e dimostrato
la loro azione modulatrice nei confronti della di-
struzione cartilaginea (3).
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Figura 1 - Sinoviociti nel liquido sinoviale. Luce ordinaria, ingrandi-
mento 100x.
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La disponibilita di colture primarie di cellule sino-
viali & di fondamentale importanza nella ricerca di
base dedicata allo studio delle patologie reumati-
che. Tali colture vengono in genere allestite aven-
do a disposizione membrana sinoviale fresca pre-
levata possibilmente da soggetti sani. La difficolta
relativa al recupero di tessuto umano fresco ci ha
indotti a sviluppare una metodica pill semplice ma
ugualmente valida per I’ottenimento di sinoviociti
fibroblasto-simili.

Abbiamo pertanto deciso di realizzare e caratteriz-
zare colture cellulari isolate da LS di pazienti af-
fetti da differenti artropatie confrontando poi la lo-
ro risposta infiammatoria a quella indotta in sino-
viociti provenienti da tessuto sinoviale.

MATERIALI E METODI

11 liquido sinoviale prelevato da 14 pazienti, 5 con
artrite reumatoide (AR), 4 con osteoartrosi (OA),
5 con artrite psoriasica (AP) e mantenuto in con-
dizioni sterili, ¢ stato centrifugato a 1.500 rpm per
10 minuti. Il pellet cosi ottenuto & stato lavato per
2 volte con PBS e risospeso con terreno di coltura
DMEM/HAM-F12 con 10% di siero bovino feta-
le, 1% di penicillina, 1% di glutammina e FGF 4
ng/ml. La sospensione cellulare ¢ stata trasferita in
fiasche sterili T-25 e incubate a 37° C e 5% CO,.
Il giorno successivo le cellule non aderenti sono
state rimosse e il medium sostituito ogni 2 o 3 gior-
ni. Dopo circa 20-25 giorni le cellule a confluenza
sono state tripsinizzate e trasferite in fiasche T-75.
Le cellule utilizzate per gli esperimenti si trovava-
no al 2° o al 3° passaggio.

Fibroblasti sinoviali di controllo sono stati ottenu-
ti mediante la tecnica dell’espianto a partire da
membrane sinoviali prelevate da 2 pazienti sotto-
posti ad artroprotesi. Raggiunta la confluenza le
cellule sono state tripsinizzate e trasferite in fiasche
T-75. Negli esperimenti sono state utilizzate cellu-
le dal 3° al 5° passaggio.

Nei sinoviociti ottenuti dal LS (s-LS) e da membra-
na sinoviale (s-MS) sono stati ricercati gli antigeni di
superficie CD55, CD90 (Thy-1) e la prolil-4-idros-
silasi mediante immunocitochimica. Le cellule, fat-
te aderire precedentemente in slide-chamber a 8 poz-
zetti, sono state fissate con paraformaldeide al 4%,
permeabilizzate con Triton X-100 e incubate 1 h con
I’anticorpo primario (monoclonale antimouse CD55,
CD90, prolyl-4-hydrossilase, Chemicon). Le cellule
sono state lavate tre volte con PBS e incubate 30 mi-
nuti con I’anticorpo secondario coniugato con pe-

rossidasi (goat antimouse, Chemicon). Per visualiz-
zare I'immunoperossidasi e permettere I’ osservazio-
ne alla microscopia ottica, sono state usate rispetti-
vamente la diamminobenzidina come substrato cro-
mogeno e I’ematossilina di Mayer. Lanticorpo se-
condario ¢ stato utilizzato per i controlli negativi.

I cristalli di UMS sono stati preparati usando il me-
todo descritto da Denko (4). La loro forma e biri-

Figura 2 - Colture di sinoviociti da LS dopo pochi giomi di coltura
(A), dopo 2 settimane (B) e a confluenza (C).
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frangenza ¢ stata verificata al microscopio a luce po-
larizzata e compensata. Prima di ogni esperimento i
cristalli sono stati triturati e sterilizzati per 2 ore a
180°C.

Raggiunta la confluenza del 70%, le cellule sono
state tripsinizzate, seminate in piastre da 24 poz-
zetti (4x10%/pozzetto) e lasciate aderire a 37°C e
5% CO.,. Il medium di coltura ¢ stato quindi sosti-
tuito con diverse sospensioni di cristalli di UMS
(0,01-0,05-0,1-0,5-1) mg/ml in terreno al 2% di
siero. I supernatanti sono stati raccolti dopo 24h di
stimolazione, centrifugati a 3.000 rpm per 10 min
e conservati a 20°C.

La produzione di ossido nitrico (ON) ¢ stata valu-
tata mediante reazione di Griess (5) usandoNaNO,
come standard.

RISULTATI

Colture di sinoviociti da LS
Cellule aderenti sono state ottenute da 4/4 LS di
OA, 5/5 LS di AP, e 2/5 di AR. Dopo pochi giorni

di coltura le cellule in grado di aderire presentano
due tipi di morfologia: rotondeggiante ed allunga-
ta. La prima tende a scomparire con il progredire
della coltura e con i primi passaggi. La seconda, ti-
pica dei sinoviociti fibroblasto-simili, tende ad ag-
gregarsi in cluster (Fig. 2A), che sembrano favori-
re la proliferazione cellulare.

Colture in proliferazione sono in grado di rag-
giungere la confluenza in media dopo circa 20-25
giorni; tuttavia ¢ stato osservato che il tempo im-
piegato dalle cellule per raggiungere la confluen-
za dipende dal tipo di affezione del paziente da cui
proviene il LS ed ¢ minore per I’AP. Gia al 1° pas-
saggio le cellule perdono la capacita di raggrup-
parsi in cluster (Fig. 2B). Le cellule provenienti
dal LS sono state confrontate al microscopio otti-
co con quelle provenienti dalla membrana sinovia-
le ed ¢ stato osservato che i due tipi di colture ap-
paiono morfologicamente identici.

Immunocitochimica
La colorazione immunocitochimica ha evidenzia-
to positivita agli antigeni di superficie CD90 (Thy-

Figura 3 - Positivita agli antigeni CD90 (a,c) e prolil-4-idrossilasi (b,d) dei s-LS e s-MS rispettivamente. Luce ordinaria, ingrandimento 40x.
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Figura 4 - Livelli di ON indotti dai cristalli di
UMS nei sinoviociti isolati da LS di OA (A) e da
MS (B).
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1), CDS55 e alla prolil-4-idrossilasi citoplasmatica
in tutte le cellule adese ottenute dal LS (Fig. 3).

Stimolazione cellulare

Per verificare la risposta inflammatoria delle cel-
lule ottenute dal LS, i sinoviociti sono stati stimo-
lati per 24 h con cristalli di UMS ed ¢ stata quindi
misurata la produzione di ON nel supernatante. E
stato osservato che i s-LS rilasciano quantita di ON
paragonabili a quelle ottenute dai s-MS (Fig. 4).
Inoltre i livelli di ON sono proporzionali alla con-
centrazione di cristalli utilizzata.

CONCLUSIONI

La metodica da noi adottata ha permesso di otte-
nere e sviluppare colture di sinoviociti a partire da
LS fresco di diverse patologie.

Le cellule aderenti del LS presentano la stessa mor-
fologia e lo stesso fenotipo dei sinoviociti ottenu-
ti da membrana sinoviale, come dimostra la posi-

tivita immunocitochimica per gli antigeni CD90,
CDS55 e prolil-4-idrossilasi.

Inoltre, dopo stimolazione con cristalli sintetici di
UMS, i due tipi cellulari producono quantita di ON
confrontabili.

L’immediato vantaggio offerto da questa metodica
riguarda la possibilita di avere a disposizione un si-
stema cellulare in vitro a partire da un substrato fa-
cilmente accessibile e disponibile, quale il LS. Si
rende pertanto possibile non solo caratterizzare le
cellule dal punto di vista genetico e individuarne
con precisione il fenotipo, ma anche studiare le va-
riazioni dell’intero sistema in rapporto a diversi sti-
moli.

Una delle maggiori sfide per la medicina del nuo-
vo secolo ¢ quella di poter fornire terapie basate
sull’esatta biologia di ciascun individuo (6). La
possibilita di saggiare in vitro I’attivita di un far-
maco in condizioni specifiche per ogni paziente si
presta indubbiamente allo sviluppo di forme di te-
rapia “personalizzata” nell’ambito dell’approccio
innovativo della biologia sistemica.
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RIASSUNTO

L’utilizzo di sistemi cellulari “in vitro” ¢ fondamentale per lo studio dei meccanismi patogenetici delle artropatie. Tut-
tavia, il tessuto umano, in particolare membrana sinoviale e cartilagine, non ¢ facilmente e ripetutamente disponibile.
Per tale motivo abbiamo deciso di sviluppare una metodica pit semplice ma ugualmente valida per 1’ottenimento di
sinoviociti fibroblasto-simili.

Scopo dello studio: Realizzare colture primarie di sinoviociti a partire da liquido sinoviale (LS).

Materiali e metodi: 11 LS ¢ stato raccolto da 14 pazienti, 5 con artrite reumatoide (AR), 4 con artrosi (OA), 5 con ar-
trite psoriasica (AP). Il pellet ottenuto dopo centrifugazione ¢ stato lavato, risospeso in terreno di coltura e posto in
fiasche sterili a 37°C e 5% CO2. 1l giorno successivo le cellule non aderenti sono state rimosse e il medium sostitui-
to con terreno fresco. Fibroblasti sinoviali di controllo sono stati ottenuti mediante la tecnica dell’espianto a partire da
membrane sinoviali prelevate da 2 pazienti sottoposti ad artroprotesi. La caratterizzazione fenotipica delle cellule ¢
stata effettuata mediante colorazione immunocitochimica. Per testare la reattivita cellulare, i sinoviociti sono stati sti-
molati con cristalli sterili di urato monosodico ed ¢ stata valutata la produzione di ossido nitrico (ON) attraverso me-
todo spettrofotometrico di Griess.

Risultati: Cellule aderenti sono state ottenute da 4/4 LS di OA, 5/5 LS di AP e 2/5 di AR. Queste mostrano la morfo-
logia tipica dei sinoviociti fibroblasto-simili. La colorazione immunocitochimica ha evidenziato positivita agli anti-
geni di superficie CD 90 (Thy-1) e CD 55 e alla prolil-4-idrossilasi. Gli stessi marcatori sono risultati espressi dalle
cellule sinoviali di origine tessutale. La stimolazione delle cellule derivanti dal LS con cristalli sintetici di UMS ha
provocato il rilascio di quantita di ON paragonabili a quelle ottenute dopo stimolazione dei sinoviociti di origine tes-
sutale.

Conclusioni: Le cellule aderenti ottenute da colture di LS mostrano il fenotipo e la reattivita dei sinoviociti isolati da
membrane sinoviali. Data 1’accessibilita e la facile disponibilita di LS da pazienti affetti da artropatie, questa metodi-
ca pud rappresentare una utile alternativa qualora campioni di tessuto sinoviale non siano prontamente disponibili per
studi “in vitro”.

Parole chiave - Sinoviociti, liquido sinoviale, colture cellulari.
Key words - Synoviocytes, synovial fluid, cell cultures.
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