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Streszczenie: Jednym z kluczowych zagadnien dla zrozumienia organogenezy jest poznanie mechani-
zmow lezacych u podstaw roznicowania komdrek progenitorowych w wyspecjalizowane komorki po-
szczegolnych tkanek. Rozwoj metod biologii molekularnej w tym transkryptomiki oraz proteomiki
umozliwia zidentyfikowanie i poznanie roli wielu czynnikéw i mechanizméw regulujacych i/lub wply-
wajacych na poziomie genetycznym na proces roznicowania, a takze na zmiany w funkcjonowaniu juz
fenotypowo dojrzatych komoérek. W ostatnich latach ukazato si¢ wiele prac dotyczacych mechanizmow
procesu kosciotworzenia. W niniejszym artykule podjeto probg podsumowania roli najwazniejszych
czynnikow regulujacych proces osteoblastogenezy.

Stowa kluczowe: osteoblasty, czynniki transkrypcyjne, Runx2, Osterix, osteoblastogeneza.

Summary: One of the key issues in understanding of organogenesis is investigation of the mechanisms
underlying differentiation of progenitor cells into more specialized cells of individual tissues. Develop-
ment of methods of molecular biology, transcriptomic and proteomic approaches leads to the identifica-
tion of several factors and mechanisms regulating morphogenesis at the genetic level and aftecting the
function of already differentiated cells. In the last few years, several reports about osteoblastogenesis
have been published. This review presents recent findings on the role of the most important transcription
factors supporting bone formation.
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WSTEP

Specyficzna budowa tkanki kostnej, jej funkcja i metabolizm zwigzane sa z
procesami kosciotworzenia, resorpcji, homeostazy mineralnej oraz regeneracji kosci.
Procesy te opieraja si¢ na obecnosci wyspecjalizowanych rodzajéow komorek tkanki
kostnej: osteoblastow, osteocytow, osteoklastow. W zdrowej kosci funkcjonowanie
tych komorek, gtéwnie osteoblastow i osteoklastow wymaga zachowana fizjologicznej
rownowagi. Oprocz elementow komorkowych tkanka kostna zawiera substancje
(matrix) zewnatrzkomorkowa, ktora sklada si¢ z czgsci organicznej, w tym kolagenu
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typu I (90%), osteokalcyny, osteopontyny, sialoprotein, osteonektyny, proteoglikandw i
substancji nieorganicznej w postaci soli fosforanowo-wapniowych w formie hydroksy-
apatytu. Wlasciwymi komoérkami kosciotworczymi sa pochodzace z mezenchymalne;j linii
komorek macierzystych — MSC (Mesenchymal Stem Cells) osteoblasty syntetyzujace
biatka macierzy zewnatrzkomorkowej. Osteoblasty powstaja z prekursorowych komoérek
kosci pod wplywem wielu czynnikdw, takich jak: czynniki wzrostu, hormony oraz cytokiny
modulujace proces proliferacji, réznicowania i migracji komoérek osteogennych.
Roznicowanie w warunkach in vitro jest indukowane przez obecnos$¢ substancji
stanowiacych czynniki wzbogacajace medium hodowlane (deksametazon, kwas
askorbinowy, witamina D,). Efektem zmian powodujacych roznicowanie si¢ komorek
prekursorowych w kierunku dojrzatych komoérek kosci sa rdéznice w poziomie syntezy
kluczowych wskaznikow metabolizmu kostnego. Markerami procesu kosciotworzenia,
ktorych obecno$¢ stwierdza si¢ w hodowlach in vitro, sa m.in.: alkaliczna fosfataza,
osteopontyna, osteonektyna czy osteokalcyna. Wsrod nich osteokalcyna jest biatkiem
wysokospecyficznym dla tkanki kostnej i charakterystycznym dla terminalnie
zroznicowanych osteoblastow. Proces rdznicowania komorek kosci moze by¢ monito-
rowany nie tylko za pomoca testow biochemicznych, ale takze z wykorzystaniem
obserwacji histologicznej i coraz czgsciej metod biologii molekularne;.

Procesy dojrzewania komoérek osteogennych sa wywotane i regulowane sygnatami
na poziomie molekularnym. Genetyczne mechanizmy kontroli wzrostu i formowania
kosci sg wsrdd kregowcdw wysoce konserwatywne i regulowane przez stosunkowo
malq liczbe, stabo jak dotad poznanych czynnikéw transkrypeyjnych [10, 27]. Zatem
aby doktadnie zrozumie¢ mechanizmy molekularne lezace u podstaw rozwoju i wzrostu
kosci, prowadzone sg badania poczawszy od wykorzystania hodowli komérkowych
in vitro po konstrukcje transgenicznych organizmow, pozwalajace na badanie
procesow kosciotworzenia w ukladach in vivo.

Pomimo nieustajacych badan, dostarczajacych informacji o nowych czynnikach
uczestniczacych w procesie formowania, dojrzewania i funkcjonowania osteoblastow, wciaz
niewiele wiadomo o ich wzajemnych powiazaniach i oddziatywaniach. Prawidlowy przebieg
procesdéw metabolicznych komorek kosci jest kluczowy dla wlasciwej makro- i mikrostruktury
kosci i w konsekwencji uzyskania odpowiedniej wytrzymalosci mechanicznej powstalej tkanki.
Poznanie mechanizméw regulujacych te procesy otworzy nowe mozliwosci dla leczenia
schorzen kosci oraz utatwi zrozumienie ich patomechanizmow, a takze umozliwi sterowanie
procesami zachodzacymi w zywych komoérkach wykorzystywanych do regeneracji tkanki
kostnej czlowieka z uzyciem metod inzynierii tkankowe;.

1. GL(')WN’E CZYNNIKI TRANSKRYPCYJNE PROCESU
KOSCIOTWORZENIA: RUNX2 I OSTERIX

W powstawanie i regeneracj¢ kazdej tkanki zaangazowana jest kaskada sygnatow
polegajaca na sekwencyjnym wiaczaniu kolejnych genéw w odpowiedzi na czynniki
wzrostu i regulatory transkrypcyjne. Poczatkowe etapy sa pobudzane przez morfo-
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geny wplywajace na przyszly los komorki, na procesy roznicowania sie i przemiesz-
czania komorek embrionalnych, tworzenia si¢ z nich tkanek, uktadania si¢ ich w
zawiazki narzadow oraz dalszy rozwoj uksztaltowanych narzadow. Wsrdd czynnikow
wywierajacych wptyw na bardzo wczesne etapy formowania si¢ poszczegoélnych
komorek i tkanek, znalezé mozna biatka kontrolujace proliferacj¢ oraz réznicowanie
wigkszosci typow komorek, takich jak: czynnik wzrostu fibroblastow (FGF),
transformujacy czynnik wzrostu beta (TGF-3), insulinopodobne czynniki wzrostu
(IGF), czy bialka morfogenetyczne kosci (BMPs) oraz niewielkg grupe czynnikow
specyficznych dla danego typu komorek i tkanek. Wlasciwe dojrzewanie i funkcjo-
nowanie osteoblastow bezposrednio zwigzane jest z ekspresja kluczowych dla koscio-
tworzenia dwdch czynnikdéw transkrypcyjnych: RUNX2 (runt-related transcription
factor 2) i Osterix.

RUNX2

Program transkrypcyjnej kontroli proliferacji, wzrostu i réznicowania mezen-
chymalnych komoérek macierzystych w dojrzate komorki kosei jest kontrolowany
gtéwnie przez RUNX2 (znany takze jako CBFA1l, AML3, PEBP2aC, OSF2).
Liczne badania in vitro wskazaly, ze RUNX2 jest pozytywnym regulatorem ekspresji
gendw, ktorych produkty stanowia biatka macierzy zewnatrzkomorkowej, takie jak:
kolagen typu I, osteopontyna, sialoproteiny oraz osteokalcyna [19].

RUNX2 (runt-related transcription factor 2) nalezy do rodziny Runt i jest
uwazany za nadrzedny regulator procesu kosciotworzenia. Jego niedobor u homozy-
got prowadzi do roznych typoéw dysplazji kostnej, polegajacych na genetycznie
uwarunkowanych zaburzeniach organizacji i modelowania ukladu kostnego [24].
RUNX2 uczestniczy rowniez w procesach zwiazanych z dojrzewaniem komorek
tkanki chrzgstnej [23]. Ekspresje¢ genu Runx2 wykazano ostatnio takze w innych
typach tkanek: w tkance mozgowej, spermie, limfocytach T [20]. Postuluje si¢ zatem
jego epigenetyczna role w przekazywaniu informacji zakodowanej w postaci DNA.

Mechanizm regulacji ekspresji informacji genetycznej przez RUNX2 jest intensyw-
nie badany od wielu lat. Okreslono jego potencjalne miejsce wiazania, migdzy innymi,
w regionie promotorowym sialoprotein, bialek odpowiedzialnych za mineralizacjg
tkanki kostnej (—84 do —79 i —184 do —179) [31]. Zostata réwniez zidentyfikowana
sekwencja konsensusowa (PuACCPuCa) okreslana jako OSE2 (osteoblast specific
element), z ktorym oddziatuje RUNX2. Nalezy podkresli¢, ze pozostale dwa
regulatory z rodziny Runt: RUNX1 i RUNX3, uczestnicza w indukcji genow
osteoblastycznych. Regulatory z rodziny Runt sa biatkami bedacymi transkrypcyjnymi
izoformami powstajacymi z réznych promotoréw (P1 i P2) tego samego genu. Locus
tego genu znajduje si¢ na 6 chromosomie cztowieka i 17 mysim chromosomie. W
wyniku zlozonego procesu alternatywnego splicingu powstaja trzy izoformy tego
biatka [23]. Powstawanie tych izoform jest gatunkowo specyficzne. RUNX3 zostat
zidentyfikowany w komorkach mysich, natomiast nie wystepuje w tkankach ludzkich.
Pozostale dwie formy: RUNX1 i RUNX2 sg obecne zaréwno u czlowieka, jak i u
myszy i szczurow. Wykazano odrebny udzial RUNX1 i RUNX2 w procesie
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osteogenezy: RUNXI1 uczestniczy w kosciotworzeniu na podiozu btoniastym
(osteogenesis membranacea) co odpowiada zaangazowaniu tej izoformy we
wczesne etapy osteoblastogenezy, a RUNX2 w kosciotworzeniu $rodchrzestnym
(osteogenesis cartilaginea), czyli w procesie dojrzewania osteoblastow [21].
Specyficzny mechanizm molekularny zaangazowania obu tych biatlek w procesy
tworzenia tkanki kostnej nie zostal jak dotad poznany.

Pozytywne regulatory transkrypcyjne promotoréw, przy udziale ktorych odbywa sie
transkrypcja RUNX, zostaty dos¢ wezesnie zidentyfikowane (biatka morfogenetyczne kosci,
produkty gendw homeotycznych), podczas gdy pierwsze doniesienia o biatku, ktore hamuje
ekspresje genu Runx zostaly opublikowane w biezacym roku [9]. Wykazano, ze
transkrypcyjnym represorem Runx2 jest Snaill. Tym samym poszerzona zostata grupa
biatek uczestniczacych w kontroli wzrostu i przebudowy kosci. Snaill jest biatkiem
uczestniczacym w transformacji komdrek nabtonkowych w mezenchymalne podczas
rozwoju zarodkowego — EMT (ang. epithelial to mesenchymal transition) [9].

Oproécz bezposredniego oddziatywania z DNA, RUNX2 wchodzi w interakcje z
szeregiem innych bialek regulatorowych, co wskazuje na ztozony mechanizm kontroli
osteoblastogenezy przez ten czynnik. Zidentyfikowanymi do tej pory transkrypcyjnymi
koaktywatorami RUNX2 sg p300 i CBP (CREB-binding protein), funkcjonujace
jako adaptery transkrypcyjne w interakcjach z innymi biatkami regulatorowymi w
wielobiatkowych kompleksach aktywacyjnych. Poprzez bezposrednie oddziatywanie
z RUNX2 wzmacniaja one RUNX2-zalezng transkrypcje¢. Korepresorami RUNX2
sa miedzy innymi sktadniki wielobiatkowych komplekséw wptywajacych na deacety-
lacje i kondensacje chromatyny, takie jak: TLE (transducin-like enhancer), mSin3A
oraz HDAC3/4/6 [23]. Wydaje sie, ze preferowane oddzialywanie RUNX2 z
konkretnymi koaktywatorami lub korepresorami zalezy od jego potranslacyjnych
modyfikacji: fosforylacji, metylacji, acetylacji.

Osterix

Osterix (Sp7, Osx) jest kolejnym transkrypcyjnym regulatorem, charakterys-
tycznym dla tworzenia kosci i réznicowania komdrek progenitorowych w osteoblasty.
Bialko to nalezy do rodziny Sp/XKLF czynnikéw transkrypcyjnych. Wspdlng cecha
tych czynnikow jest obecnos$é w czasteczce konserwowanej domeny wiazacej DNA,
sktadajacej si¢ z Cys2His2 palcow cynkowych [32]. W 429-aminokwasowej
czasteczce oprocz motywu palcow cynkowych Cys2His2 znajdujacego si¢ w czesci
C-terminalnej mozna wyrézni¢ miedzy 141 a 210 reszta aminokwasowa domene
aktywacyjng bogata w reszty prolinowe i glicynowe. Wykazano, ze ekspresja Osterix
jest zalezna od RUNX2 i w komdrkach pozbawionych genu Runx2, ekspresja Osterix
nie zachodzi [26]. Jest to regulator specyficzny dla osteoblastow i jak dotad nie
zaobserwowano jego aktywnosci w innych typach komorek. Ekspresja wczesnych
markerow réznicowania osteoblastow (osteopontyna, fosfataza alkaliczna) w komor-
kach ludzkiej linii osteosarkomy (MG63), nie jest zalezna od Osterix [15]. Natomiast
aktywacja poznych genéw, np. osteokalcyny, jest skorelowana z obecnoscia tego
regulatora, dlatego tez przyjmuje si¢, ze Osterix jest czynnikiem umozliwiajacym
postep roznicowania komorek osteoprogenitorowych w dojrzate osteoblasty [2].
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Pomimo duzego zaangazowania w proces roznicowania osteoblastow, mechanizm
regulacyjny Osterix nie zostal dotychczas w pelni poznany. Wykazano natomiast
interakcje regionu aktywacyjnego Osterix z wieloma regulatorami w tym: NFAT
(nuclear factor of activated T cell) [18], podstawowym czynnikiem transkrypcyj-
nym — TF-1IB czy tez czynnikiem remodulujacym chromatyne — Brg-1 [15]. Z
wykorzystaniem analizy MAL-DI-TOF (matrix-assisted laser desorption ionization
time-of-flight mass spectrometry) zidentyfikowano RNA helikazg¢ A (RHA) jako
biatko bedace skladnikiem zaleznej od Osterix drogi regulacji uczestniczacej w
procesie rdznicowania osteoblastow [1]. Aktywnos¢ Osterix jest regulowana przez
rézne stopnie modyfikacji potranslacyjnych w tym fosforylacje, glikozylacje [7].
Wykazano, ze kalcyneuryna, bedaca fosfataza biatkowa wptywa na funkcjonowanie
Osterix przez bezposrednia interakcje oraz zmiang jego potranslacyjnych form
ufosforylowania. Zastosowanie inhibitora kalcyneuryny powodowato wzrost poziomu
ufosforylowanej formy Osterix [31]. Nadal niewyjasniony jest fakt, w jaki sposob
fosforylacja Osterix przebiega i wplywa na jego funkcje.

2. BIALKA MORFOGENETYCZNE KOSCI — BMPs

Bialka morfogenetyczne kosci — BMPs (ang. Bone Morphogenetic proteins), nalezace
do nadrodziny B czynnikéw transformujacych wzrostu (TGF ) sa waznymi regulatorami
procesu roznicowania i formowania tkanek, narzadéw w trakcie embriogenezy, w tym
wzrostu i réznicowania mezenchymalnych komérek macierzystych w komorki osteogenne.
BMPs petnig takze kluczowa rolg w procesach regeneracji tkanek, w okresie post-
embrionalnym [5] BMPs wplywaja na sterowanie procesami odbudowy utraconych w
wyniku procesu chorobowego tkanek i przywrdcenie ich fizjologicznych funkceji. Opisanych
zostalo kilkanascie bialek nalezacych do grupy BMPs, z ktérych BMP2, BMP4, BMP7
przypisuje si¢ rolg osteoindukcyjna. Biatka morfogenetyczne kosci poprzez aktywacije
wewnatrzkomérkowych bialek Smad z udzialem drog transdukeji sygnalu, w ktdrych
posrednicza kaskady kinaz (MAP, ERK, PI3-K/AKT), wptywaja na ekspresj¢ wielu genow
docelowych [30]. Bezposrednio na sygnal BMPs odpowiadaja wczesne biatka embrio-
genezy zawierajace homeodomeny (ang. iomeodomain proteins) uczestniczace w rozwoju
szkieletu (HOXA10, DLX3). Ponadto, wczesny czynnik transkrypcyjny ostoblastogenezy,
RUNX2 jest eksprymowany w odpowiedzi na obecnos¢ BMP2 i to wlasnie poprzez droge
transdukcji sygnatu do jadra zalezna od bialek Smad [28, 33]. Leong i wspdlpracownicy,
po raz pierwszy wskazali udziat palmitylacji BMP2, czyli dolaczenia do czasteczki BMP2
reszty kwasu palmitynowego w regulacji procesu réznicowania osteoblastow. Autorzy ci
wykazali wplyw tej modyfikacji na ekspresje Osterix, w ktorej uczestniczy biatko BMP2.
Inhibicja procesu palmitylacji hamowata réznicowanie i mineralizacjg osteoblastow, natomiast
nie wplywala na proliferacje komoérek [20].

Mimo licznych badan regulacyjnej $ciezki sygnatowej zaleznej od BMP2 nie jest
ona nadal w pelni wyjasniona. Pomimo iz nie sa do konca poznane molekularne
mechanizmy przekazywania sygnatu przez BMPs, ludzkie rekombinowane BMP2 i
BMP7 jest z powodzeniem wykorzystywane w aplikacji klinicznej, jako czynnik
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wspomagajacy regeneracje tkanki kostnej. Ma to miejsce w przypadkach zabiegow
obarczonych wysokim ryzykiem wystapienia zaburzen zrostu kostnego [3, 4].

3. GENY HOMEOTYCZNE

Dowiedziono, ze podczas embriogenezy roznicowanie i powstawanie tkanek i narzadow
jest regulowane przez aktywacj¢ wielu czynnikéw, w tym BMPs, gendw homeotycznych
HOX/HOM (ang. homeobox genes), ZPA (aktywnos¢ regulujaca polaryzacj¢ tkanek, ang.
zone polarising activity), FGF (czynnik wzrostu fibroblastow), czy SHH (Sonic
Hedgehog). Sposrod wielu czynnikdw istotnych na poziomie organogenezy dla rozwoju
szkieletu, nalezy wymieni¢ geny nalezace do rodziny DIx, HOX czy Msh.

HOXA10

HOXAT10 (homeobox protein A10) to czynnik transkrypcyjny z rodziny bialek
HOX, kodowanych przez podklase¢ genéw homeotycznych. Nalezy on do regulatorow
kontrolujacych przebieg embriogenezy u krggowcdw. Hox i inne geny homeotyczne
odpowiedzialne migdzy innymi za osteoblastogenezge, funkcjonuja takze w komorkach
dorostych organizmow regulujac proliferacjg, réznicowanie i dojrzewanie osteoblastow
w procesach modelowania i regeneracji tkanki kostnej.

Badania przeprowadzone w ostatnich dwoch latach, wskazuja na zalezno$¢
ekspresji Runx2 i genow RUNX2-zaleznych (kodujacych osteokalcyng, alkaliczna
fosfatazg, sialoproteiny) od HOXA10. Wykazano takze, ze HOXA10 bezposrednio
i niezaleznie od RUNX2, reguluje transkrypcj¢ niektérych genow w trakcie
osteoblastogenezy [13]. Zaproponowano dwa mechanizmy dziatania HOXA10: jako
sktadnik BMP2 — kaskady sygnatowej poprzedzajacej zaangazowanie RUNX2 w
indukcj¢ gendw osteoblastotworzenia oraz jako czynnik remodelujacy chromatyne
w regionach promotorowych genow specyficznych dla tkanki kostnej i wplywajacy
poprzez represj¢, aktywacje czy atenuacjg na ich transkrypcje, wspdldziatajac w tym
procesie ze ztozonym kompleksem czynnikow i wielopoziomowym mechanizmem
regulacyjnym programowanego kosciotworzenia [12].

DLX

DLX (distal-less homeodomain) to rodzina regulatorow transkrypcyjnych zawierajacych
homeodomeng aktywowanych przez osteogenny sygnal BMP2. Ekspresja DLX3 jest
zsynchronizowana z etapami wzrostu osteoblastow i indukowana przez BMP2. Swiadczy
to o udziale tej czasteczki w szlakach regulowanych przez biatka morfogenetyczne kosci.
Nadekspresja DLX3 w komorkach progenitorowych osteoblastow wplywa na ekspresje
markerdw ich réznicowania: kolagenu typu I, osteokalcyny, alkalicznej fosfatazy [6].
Zaobserwowano endogenng aktywacje ekspresji Runx2 przez dwa regulatory nalezace
do tej klasy biatek: DLX3 i DLXS5. Podobnie jak HOXA10, takze DLX3 i DLX5 moga
uczestniczy¢ w ostoblastogenezie poprzez aktywacje ekspresji genu Runx, ale
réwniez bezposrednio i innych gendéw w sposob niezalezny od RUNX2. Wykazano
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bowiem, ze DLX3 i DLXS5 reguluja syntez¢ RUNX2, ale na réznych etapach
zaawansowania procesu réznicowania osteoblastow: DLX3 we wczesnych fazach
osteoblastogenezy, podczas gdy DLX5 w dojrzalych osteoblastach [14]. Biatka DLX
moga przylaczyé¢ sie do promotora Rumx2, jednak dopiero po usunigciu z jego
czasteczki produktu innego genu homeotycznego — biatka MSX (mesh-less homeo-
domain) peliacego zwykle funkcje klasycznego represora. Miejsce wiazania DLX3
i DLX5 obok RUNX2 zostalo zidentyfikowane migdzy innymi w regionie promoto-
rowym genu osteokalcyny oraz alkalicznej fosfatazy. Wykazano jednak, ze w
mutantach delecyjnych pozbawionych genu DIx5 proces rdznicowania tkanki kost-
nej zachodzi. Sugeruje to udzial biatka DLX5 jako regulatora ekspresji jednego ze
sktadnikéw ztozonego kompleksu aktywacyjnego, a nie gldéwnego aktywatora
transkrypcyjnego gendéw zaangazowanych w réznicowanie komoérek osteogennych
[35]. Specyficzny mechanizm regulacji ekspresji genu Runx, ale takze innych genow
RUNX2-zaleznych z udzialem produktéw kilku klas gendw homeotycznych zapro-
ponowany zostal w kilku ostatnich pracach przez zespdt Jane B Lian [12].

MSX

Przyktadami klasycznych bialek represorowych w procesie embriogenezy sa produkty
gen6w homeotycznych Msh — MSX (mesh-less homeodomain). U ssakow rodzing ta
stanowig trzy bialka: MSX1, MSX2, MSX3, z ktorych MSX2 wydaje si¢ kluczowy dla
procesu osteoblastogenezy. Jego brak powoduje liczne defekty w budowie szkieletu [12].
Wykazano antagonistyczna role MSX2 w stosunku do DLX5 podczas proliferacji i
réznicowania osteoblastow. DLXS5 ulega aktywacji w pdznych etapach osteoblastogenezy,
co jest skorelowane ze zwigkszeniem poziomu biatek charakterystycznych dla terminalnie
zroznicowanych osteoblastow, np. osteokalcyny, podczas gdy MSX2 negatywnie wplywa
na te procesy. Na podstawie przeprowadzonych badan przyjeto uwazaé, ze MSX2
stymuluje proces proliferacji, natomiast hamuje etap réznicowania komorek osteogennych
i zaproponowano modele oddziatywania bialek MSX2 i DLX5 [34]. Pierwszy z nich zaklada
powstawanie kompleksu RUNX2-MSX2 inaktywujacego ekspresje Runx2 i RUNX2-
zaleznych genow. Ze wzrastajacym poziomem DLXS, powstaje kompleks DLX5-MSX2.a
biatko RUNX2 zostaje uwolnione i moze wowczas aktywowaé poszczegolne geny. Drugi
model funkcjonowania DLX5 i MSX2 mowi o konkurowaniu obu tych bialek o miejsca
wigzania w promotorach genéw specyficznych dla procesu osteoblastogenezy i wzajemnym
regulowaniu wlasnej ekspresji. Niezaleznie od prawdziwosci zaproponowanych modeli dla
wiasciwego przebiegu procesu osteoblastogenezy najwazniejsze wydaje si¢ zachowanie
wlasciwej rownowagi pomigdzy poziomem MSX2 i DLXS, wystepujacych na terenie
komorki.

WNT

Bialka WNT (Wingless-type) sa glikoproteinami uczestniczacymi w regulacji
rozwoju embrionalnego, a takze w proliferacji i roznicowaniu wielu typow komorek,
w tym osteoblastow. Przekazywanie sygnalu w komorce za posrednictwem $ciezki
sygnatowej zaleznej od WNT odbywa si¢ kilkoma drogami, ktore zawsze aktywo-
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wane sg po zwiazaniu bialek WNT z receptorem srddblonkowym Frizzled (Fzd) i
jego koreceptorem. Aktywacja okreslonej sciezki zalezy od rodzaju liganda WNT
oraz od warunkdéw panujacych w komorce. Obecnie wykryto 19 ligandéw WNT
oraz 10 réznych podtypdw receptorow Fzd. Udowodniono, ze zwiazanie biatlek WNT
z receptorem srodblonkowym Fzd i jego koreceptorem, biatkiem LLRP-5/6 (lipoprotein-
related protein 5 and 6) na powierzchni progenitorowych komoérek osteoblastow,
hamuje degradacje S-kateniny. Nastepuje wtedy wzrost ilosci S-kateniny w cytoplazmie,
co skutkuje jej transportem do jadra komorkowego i stymulacja ekspresji gendw
warunkujacych réznicowanie osteoblastow. Proces ten odbywa si¢ za posrednictwem
czynnikow transkrypeyjnych, w tym RUNX2 [36, 11].

PODSUMOWANIE

Kos¢ jest tkanka wysoce dynamiczna ulegajaca stale procesowi przebudowy
poprzez osteogeneze i osteoresorpcje. Zaburzenie rownowagi pomiedzy tymi procesa-
mi moga doprowadzi¢ do patologii kosci, takich jak np. osteoporoza, w ktorej
obserwuje si¢ przewage osteoresorpcji nad procesem kosciotworzenia. Homeostaza
ta uzalezniona jest od wielkosci populacji komorek tkanki kostnej oraz ich aktywnosci,
ktora jest regulowana poprzez czynniki transkrypcyjne specyficzne tkankowo, jak i
szereg produktéw gendw homeotycznych aktywnych zaréwno w trakcie organizacji
tkanek i narzadéw w okresie embrionalnym, jak i w dojrzalej tkance kostne;j.

Czynniki transkrypcyjne reguluja ekspresje gendw aktywnych w okreslonej tkance
poprzez interakcje z kofaktorami, koaktywatorami, kompleksami aktywujacymi
chromatyng czy wreszcie z podstawowymi zespotami transkrypcyjnymi [8, 16, 25].
Proliferacja i réznicowanie komdrek progenitorowych osteoblastow kontrolowane jest
przez wiele szlakow, w tym takze przez kaskade fosforylacyjna, w ktorej uczestniczy
szlak kinaz biatkowych PKC (protein kinase C), PKA (protein kinase A), MAP
(mitogen-activated protein kinase) czy ERK (extracellular signal-regulated
kinase) [37, 22]. Kluczowym czynnikiem uczestniczacym w bezposredniej aktywacji
gendw specyficznych dla osteogenezy jest biatko RUNX2, co zostato potwierdzone
zarowno dla komdrek ludzkich, jak i zwierzecych. Niekwestionowana jak dotad,
pozostaje rola Osterix w p6znych etapach réznicowania preosteoblastow w dojrzate
komorki wystepujace w tkance kostnej. Na réznicowanie komorek lini osteogennej
wplywaja takze czynniki uwazane do tej pory za biatka biorace jedynie udziat w
embriogenezie, np. produkty genéw homeotycznych Hoxal0, DIx, Wnt. Ich udzial w
regulacji tego procesu ma zlozony charakter i wymaga kontynuowania prac
doswiadczalnych, ktére zapewnityby wyjasnienie ich roli i oddzialywan z innymi
uczestnikami kaskady sygnalowej w procesie osteoblastogenezy. Obok wymienionych
powyzej regulatorow, wazng rolg w osteogenezie odgrywaja takze czynniki niespecy-
ficzne dla tkanki kostnej, takie jak: insulinopodobne czynniki wzrostu — IGF (insulin-
like growth factor), czynnik wzrostu srodbtonka naczyn (VEGF), czynnik wzrostu
fibroblastow (FGF), transfor-mujacy czynnik wzrostu beta (TGF-3). Niezwykle wazne
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sa wzajemne oddzialywania i proporcje pomigdzy poszczegdlnymi czynnikami
regulacyjnymi. Wiele badan przeprowadzono na komorkach szczurzych, mysich, czy
ludzkich lini komorkowych, ktdore sa komorkami pochodzacymi z osteosarkomy (UMR-
106, ROS17/2.8, SAOS-2, HOS). Jednak szlaki regulacyjne i drogi transdukeji sygnatu
w tych ukladach doswiadczalnych moga nie odpowiada¢ tym wystepujacym w zdrowych,
ludzkich komorkach tkanki kostnej. Niezwykle wazne jest zatem usystematyzowanie
wiadomosci w tym zakresie oraz dalsze poszerzenie naszej wiedzy na podstawie
obserwacji z uzyciem ludzkich, prawidlowych komérek osteogennych, dla lepszego poznania
procesu proliferacji, roznicowania oraz podstaw molekularnych mechanizméw rozwoju i
regeneracji tkanki kostnej. Z punktu widzenia praktyki klinicznej, w tym zwlaszcza w
przypadkach koniecznosci substytucji tkanki kostnej, nie mniej wazne wydaje si¢ poznanie
biologicznych interakcji migdzy materialem implantacyjnym wykorzystywanym w medycynie
regeneracyjnej kosci, a aktywnoscia transkrypcyjna implantowanych komoérek. Z pewnoscia
wiedza ta przyczyni si¢ do mozliwosci sterowania funkcjami komorek kosci, podczas gojenia
si¢ skomplikowanych zlaman czy tez uzupehiania ubytkow tkanki kostnej z wykorzystaniem
metod inzynierii tkankowe;.
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