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Streszczenie: Powstawanie osteoklastów � osteoklastogeneza � jest procesem tworzenia wieloj¹drowych
komórek zdolnych do resorbowania macierzy kostnej podlegaj¹cym precyzyjnej regulacji licznymi �cie¿-
kami sygna³owymi. Fuzja wywodz¹cych siê ze szpiku makrofagów, kontrolowana cytokinami oraz
ligandami uwalnianymi lub eksponowanymi przez komórki ko�ciotwórcze � osteoblasty � prowadzi do
powstania wieloj¹drzastych osteoklastów. Omówiono strukturê i funkcjê tych komórek oraz przedsta-
wiono wp³yw czynników osteotropowych, cytokin i niektórych stanów patologicznych na proces
powstawania tych komórek i ich aktywno�ci.

S³owa kluczowe: makrofagi, oddzia³ywanie osteoblast/osteoklast, osteoklastogeneza, osteoklast.

Summary: Osteoclastogenesis � formation of polynuclear cells capable to resorb bone matrix, is tightly
regulated by the number of signaling pathways. Fusion of bone marrow-derived macrophages, controlled
by cytokines and osteoblast-bound ligands,  leads eventually  to formation of osteoclast. The structure of
this cell and its function are discussed. Effects of drugs, cytokines and certain clinical conditions on
formation of osteoclasts are reviewed in this paper.

Key words: macrophages, osteoblasts/osteoclast interplay, osteoclastogenesis, osteoclast.

Dojrza³e osteoklasty, wyspecjalizowane komórki zdolne do degradacji organicznej i
nieorganicznej komponenty macierzy kostnej, powstaj¹ w drodze zlania siê (fuzji)
jednoj¹drzastych komórek prekursorowych. Mechanizmy fuzji nie s¹ w pe³ni wyja�nione,
a ich poznanie pozwoli na interweniowanie w proces osteoklastogenezy, a po�rednio w
procesy resorpcji ko�ci, tak wa¿ne z uwagi na epidemiczne rozmiary osteoporozy.

*Praca wykonana w ramach grantu  Akademii Medycznej 1M15/W2/06.
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Dojrza³e osteoklasty s¹ du¿ymi komórkami wieloj¹drzastymi. W odró¿nieniu od komórek
cia³ obcych, równie¿ wieloj¹drzastych, które powstaj¹ w niektórych typach reakcji
zapalnych, osteoklasty s¹ zdolne do resorbowania organicznej macierzy kostnej po jej
uprzedniej demineralizacji poprzez wydzielanie protonów i jonów chloru. Osteoklast
wyposa¿ony jest wiêc w zestaw enzymów hydrolitycznych oraz w system, pozwalaj¹cy
na uwalnianie jonów chlorowych i wodorowych (przegl¹d [48]). Po wyp³ukaniu czê�ci
nieorganicznej, któr¹ stanowi hydroksyapatyt maskuj¹cy macierz organiczn¹, enzymy
hydrolityczne mog¹ trawiæ elementy organiczne ko�ci.

Uwalnianie jonów wodorowych oraz enzymów hydrolitycznych przez osteoklasty
odbywa siê w biegunie komórki przylegaj¹cym do resorbowanej ko�ci, z któr¹ ³¹czy
siê na obrze¿u za pomoc¹ receptorów dla witronektyny [25]. Na tym biegunie wystêpuje
system uwypukleñ b³ony komórkowej, zwany r¹bkiem koronkowym. Bia³ka adhezyjne
³¹cz¹ce siê z sekwencjami RGD witronektyny macierzy ko�ci uszczelniaj¹ styk
osteoklastu z pod³o¿em, umo¿liwiaj¹c miejscowe dzia³anie uwalnianych drog¹ egzocytozy

RYCINA 1. Schemat dojrza³ego osteoklastu resorbuj¹cego macierz kostn¹. Opis mechanizmów
oddzia³ywania wymienionych czynników zamieszczony jest w tek�cie
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pêcherzyków lizosomalnych, zawieraj¹cych enzymy proteolityczne (ryc. 1) [2, 47]. W
polaryzacjê dojrza³ych osteoklastów zaanga¿owanych jest szereg cz¹steczek sygna³o-
wych (przegl¹d [47]). Morfologicznym wyrazem aktywno�ci osteoklastycznej jest
powstawanie od strony r¹bka koronkowego ubytków macierzy kostnej, zwanych
zatokami resorpcyjnymi (ryc. 2).

Oprócz obecno�ci receptorów dla witronektyny, dojrza³e osteoklasty maj¹ receptory
dla czynnika wzrostu monocytów � M-CSF, dla kalcytoniny [25] oraz receptor RANK
dla cytokiny RANK-L (ligand dla receptora aktywuj¹cego czynnik j¹drowy kappa B �
NFκB). Oprócz ekspresji receptora RANK dojrza³e osteoklasty charakteryzuje wysoka
ekspresja transb³onowego bia³ka DC-STAMP (ang. dendrytic cell specific transmem-
brane protein), proteiny specyficznej dla komórek dendrytycznych � jednej z postaci
makrofagów. Osteoklasty charakteryzuje ponadto wysoka aktywno�æ fosfatazy
zasadowej winiano-opornej (ang. tartrate resistant alkaline phosphatase, TRAP),
katepsyny K oraz metaloproteinazy MMP-9 [31]. Istnieje wiele godnych polecenia
prac przegl¹dowych, po�wiêconych biologii osteoklastów omawiaj¹cych te procesy
szerzej [2, 15, 47].

Prekursorowymi komórkami osteoklastów s¹ wywodz¹ce siê  ze szpiku komórki
monocytarne. Dziêki pracom nad generowaniem osteoklastów in vitro ustalono, ¿e
wystêpuj¹ one w�ród populacji GM-CFU [9], nie ma ich jednak w koloniach M-CFU.
Czysta postaæ komórek prekursorowych ma fenotyp CD-14 [35]. W warunkach hodowli
osteoklastów in vitro komórki prekursorowe wystêpuj¹ w populacji mononuklearnych

RYCINA 2. Dojrza³y osteoklast resorbuj¹cy heterotopow¹ beleczkê kostn¹ indukowan¹ u myszy
przeszczepem ludzkich nab³onkowych komórek ustalonej linii WISH
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komórek krwi obwodowej [21] lub pêpowinowej [39], we krwi pacjentów z ostr¹
postaci¹ szpiczaka [17], w makrofagach uzyskiwanych z tkanek patologicznych [40],
objêtych procesem nowotworowym lub zapalnym [4], z b³ony maziowej pacjentów z
osteoarthritis, z guzów osteoklastoma [25, 56]. Najczê�ciej stosowanymi w badaniach
in vitro �ród³ami komórek prekursorowych s¹ komórki uzyskane ze szpiku lub �ledziony
[12]. Tak¿e ustalona mysia linia monocytarna, RAW 264.7 jest zdolna do ró¿nicowania
siê w komórki osteoklastyczne [20, 57, 62]. Interesuj¹ce jest, ¿e proliferacja komórek
prekursorowych nie jest warunkiem koniecznym dla powstawania dojrza³ych osteoklas-
tów [9].

AKTYWACJA  DOJRZA£YCH  OSTEOKLASTÓW
ORAZ  POBUDZANIE  OSTEOKLASTOGENEZY

Pomiêdzy lini¹ komórek osteoklastycznych a lini¹ komórek ko�ciotwórczych istnieje
�cis³e powi¹zanie funkcjonalne (ryc. 3). Komórki osteoblastyczne, w tym komórki
zrêbowe szpiku, reguluj¹ aktywno�æ osteoklastyczn¹ za pomoc¹ dwóch czynników.
Po pierwsze, produkuj¹ ligand dla  receptora RANK, który znajduje siê na powierzchni
osteoklastów. Jego pobudzenie poprzez zwi¹zanie ligandu (RANK-L) uaktywnia NFκB,
który transaktywuje szereg genów osteoklastu [1]. Drugim czynnikiem produkowanym
przez osteoblasty jest osteoprotegeryna (OPG) � rozpuszczalny receptor-atrapa, maj¹cy
powinowactwo do RANK-L (przegl¹d [7, 43]). OPG wspó³zawodniczy z receptorem
RANK o RANK-L, antagonizuj¹c dzia³anie RANK. OPG okaza³a siê byæ opisanym
wcze�niej czynnikiem hamuj¹cym osteoklastogenezê � OCIF [60]. Zwi¹zanie OPG z
RANK-L uniemo¿liwia interakcjê RANK/RANK-L, a wiêc nie dochodzi do aktywacji
NFκB, a tym samym do aktywacji osteoklastu. Osteoprotegeryna jest wiêc czynnikiem
przeciwdzia³aj¹cym aktywacji osteoklastów.  Podobne dzia³anie wywiera te¿ inny produkt
aktywowanych osteoblastów � bia³ko sFRP-1 (secreted Frizzled-related protein),
tak¿e blokuj¹ce RANK-L [20]. Znanych jest wiele czynników, aktywuj¹cych osteoklasty
i osteoklastogenezê. S¹ to deksametazon, który powoduje zahamowanie syntezy OPG,
a wzrost ekspresji RANK-L w osteoblastach i komórkach zrêbowych szpiku [44],
witamina D3 [37, 53], czynnik martwicy nowotworów alfa (TNFα), którego dzia³anie
manifestuje siê wzrostem ekspresji receptorów dla kalcytoniny, wzrostem ekspresji
RANK oraz katepsyny K [28,38]. Ta ostatnia cytokina zwiêksza równie¿ pulê komórek
prekursorowych w organizmie [30]. TNF-alfa produkowany jest w znacznych ilo�ciach
w przebiegu reakcji zapalnych i to t³umaczy, dlaczego wielu procesom zapalnym
towarzyszy resorpcja ko�ci.

Inna cytokina � transformuj¹cy czynnik wzrostu beta (TGF-β) mo¿e równie¿
pobudzaæ osteoklasty  przy braku dostêpno�ci RANK-L, ale jej wp³yw na osteoklasto-
genezê zale¿y od czasu  i d³ugo�ci trwania dzia³ania (patrz dalej).

Czynnik aktywuj¹cy kolonie granulocytarno-monocytarne (GM-CSF), produkowany
m.in. przez komórki prekursorowe osteoklastów � monocyty, podany jednocze�nie z
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bia³kiem chemotaktycznym dla monocytów � MCP-1 prowadzi do powstawania
wieloj¹drzastych osteoklastów bez udzia³u RANK-L . W obecno�ci RANK-L krótko-
trwa³a (2�48 godz.) ekspozycja GM-CSF aktywuje osteoklastogenezê, natomiast sta³a
ekspozycja na GM-CSF prowadzi do generowania z prekursorów komórek dendrytycz-
nych, zamiast osteoklastów [23].

Wp³yw prostaglandyny PGE2 na osteoklastogenezê u ludzi i u zwierz¹t bywa
odmienny. Mysie makrofagi w obecno�ci PGE2 i RANK-L ró¿nicuj¹ siê w osteoklasty,
natomiast wobec komórek ludzkich PGE2 hamuje osteoklastogenezê.

Ostatnio dyskutowana jest rola receptorów purynergicznych w osteoklastogenezie
[3, 5, 6]. Nukleotyd ATP jest czynnikiem proresorpcyjnym i stwierdzono, ¿e wolne
nukleotydy aktywuj¹ w osteoblastach RANK-L [8, 13, 14, 22]. Jednym z lepiej
poznanych receptorów purynergicznych jest receptor P2X7, stanowi¹cy b³onowy kana³
jonowy. Aktywacja tego receptora przez ATP prowadzi do wytworzenia porów w b³onie
komórkowej prekursorów osteoklastów. Aktywacja tych porów ma zwi¹zek z fuzj¹
komórek, gdy¿ blokada receptorów P2X7 zapobiega osteoklastogenezie w³a�nie przez
zapobie¿enie fuzji [16].

W niniejszym przegl¹dzie nie dyskutujemy szczegó³owo roli parathormonu (PTH) w
aktywacji osteoklastów, gdy¿ temat ten jest zbyt szeroki, wykraczaj¹cy poza ramy tego
opracowania. PTH aktywuje osteoklasty poprzez zwiêkszanie ekspresji RANK-L na
osteoblastach, które, w przeciwieñstwie do osteoklastów, maj¹ receptory dla PTH. Wp³yw
PTH na przebudowê ko�ci nie jest jednak jednoznaczny; niskie dawki PTH dzia³aj¹
pobudzaj¹co na osteogenezê, wy¿sze � s¹ czynnikiem proresorpcyjnym.

RYCINA 3. Udzia³ osteoblastów w fuzji prekursorów osteoklastów (opis w tek�cie)
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CZYNNIKI  WYWIERAJ¥CE  HAMUJ¥CY EFEKT
NA GENEROWANIE OSTEOKLASTÓW

Spo�ród czynników negatywnie reguluj¹cych fuzjê komórek CD14+ w osteoklasty nale¿y
przede wszystkim wymieniæ wspomnian¹ uprzednio osteoprotegerynê (OPG) oraz, w
odniesieniu do ludzi, prostaglandynê E2 [52]. Inhibitorem osteoklastogenezy jest tak¿e sta³a
ekspozycja komórek prekursorowych na dzia³anie GM-CSF oraz interferon gamma �
produkty m.in. aktywowanych limfocytów T [42]. Jednak w przypadku pacjentów z
osteopetroz¹ interferon gamma wzmaga osteoklastogenezê in vitro [32].

Leptyna, hormon syto�ci, wywiera hamuj¹cy efekt na osteoklastogenezê poprzez
zwiêkszanie ekspresji OPG w komórkach osteoblastycznych i zrêbowych szpiku [18].
Równie¿ inhibitory proteasomów hamuj¹ osteoklastogenezê  poprzez negatywny wp³yw
na aktywacjê NFκB [61].  Flawonoid kwercetyna równie¿ dzia³a hamuj¹co na proces
powstawania osteoklastów w drodze hamowania przez RANK-L aktywacji NFκB
oraz bia³ka aktywuj¹cego AP-1 [57]. Bia³ko sFRP-1, produkt osteoblastów pobudzanych
PGE2 lub interleukin¹ 11 hamuje osteoklastogenezê poprzez hamowanie w komórkach
prekursorowych sygnalizacji RANK-L [20].

UDZIA£ TGF-βββββ W PROCESACH OSTEOKLASTOGENEZY

Ta cytokina jest bardzo silnym modulatorem osteoklastogenezy, wywieraj¹cym ró¿ne,
przeciwstawne efekty, w zale¿no�ci od sposobu jej podania [26]. Ekspozycja prekurso-
rów CD14+ na TGF-β przez krótki czas hodowli in vitro (1�7 dni)  prowadzi do aktywacji
osteoklastogenezy, mierzonej aktywno�ci¹ enzymu TRAP+ i stopniem resorpcji matrycy
kostnej. Jednak¿e ta sama cytokina, podawana przez ca³y czas hodowli (1�21 dni),
wywiera efekt odwrotny � spadek liczby komórek TRAP+, spadek aktywno�ci
resorpcyjnej, spadek ekspresji enzymów hydrolitycznych � katepsyny K i metalo-
proteinazy MMP-9. Ta sta³a ekspozycja TGF-β powoduje zahamowanie ekspresji
receptora RANK. Stwierdzono równie¿, ¿e enzym MMP-9 mo¿e aktywowaæ latentn¹
formê TGF-β obecn¹ w macierzy kostnej. Sugeruje siê, ¿e TGF-β ulega aktywacji
przez MMP-9 pochodz¹c¹ z osteoklastów. TGF-β aktywuje w monocytach kinazê p38
MAPK, odpowiedzialn¹ za chemotaksjê i proliferacjê monocytów. Uwzglêdniaj¹c te
dane postuluje siê, ¿e  TGF-β pobudza osteoklastogenezê ludzkich monocytów w drodze
stymulacji szlaku p38 MAPK, odpowiedzialnego za chemotaksjê monocytów, dostar-
czaj¹c �materia³u� dla  przysz³ych  osteoklastów.  Natomiast ci¹g³a ekspozycja na
TGF-β, hamuj¹c ekspresjê RANK, wp³ywa negatywnie na  osteoklastogenezê poprzez
os³abienie sygnalizacji RANK/RANK-L.

TGF-β, przy braku RANK-L, a w obecno�ci M-CSF pobudza monocyty do
ró¿nicowania siê w kierunku komórek zdolnych do resorbowania macierzy kostnej, ale
pozbawionych cech morfologicznych osteoklastów [24].
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FUZJA KOMÓREK PREKURSOROWYCH

Dojrza³e osteoklasty powstaj¹ w drodze fuzji komórek jednoj¹drzastych. Dok³adny
mechanizm fuzji komórek wieloj¹drzastych � osteoklastów i komórek olbrzymich cia³
obcych nie zosta³y w pe³ni wyja�nione, choæ znanych jest wiele czynników, promuj¹cych
lub hamuj¹cych ten proces. Cytokiny, transformuj¹cy czynnik wzrostu alfa (TGF-α)
oraz naskórkowy czynnik wzrostu EGF pobudzaj¹ proliferacjê komórek prekursorowych
osteoklastów [50]. Na powierzchni makrofagów wystêpuj¹ moleku³y odpowiedzialne
za fuzjê: E-kadheryna [33] oraz antygen CD44 [55]. Udzia³ w fuzji maj¹ chemokiny:
RANTES (ang. regulated on activation normal T cell expressed and secreted �
wydzielane przez aktywowane limfocyty T) oraz chemotaktyczne bia³ko monocytów
MCP-1 [27]. Dodanie tych chemokin do hodowli komórek prekursorowych pozwala
na powstanie, przy braku w systemie RANK-L, wieloj¹drzastych komórek TRAP+,
które jednak nie wykazuj¹ zdolno�ci do resorbowania ko�ci. Zdolno�æ tê nabywaj¹
dopiero w obecno�ci chemokiny MCP-1 oraz ligandu RANK-L.

Cyklosporyna A powoduj¹c w monocytach spadek ekspresji chemokiny MCP-1 hamuje
sygnalizacjê RANK/RANK-L, ale dodanie do hodowli chemokin RANTES i MCP-1
prowadzi do ró¿nicowania siê osteoklastów TRAP+, zdolnych do resorbowania ko�ci  [36].

CZYNNIKI PROMUJ¥CE FUZJÊ PREKURSOROWYCH
KOMÓREK OSTEOKLASTÓW

Celem uzyskania osteoklastogenezy w warunkach in vitro do �rodowiska hodowlane-
go musi byæ dodany czynnik wzrostu M-CSF oraz ligand (RANK-L) dla receptora
RANK [23, 45, 47, 49, 51]. Ich niedostatek lub brak hamuje lub uniemo¿liwia fuzjê i
osteoklastogenezê in vitro.

Ostatnio stwierdzono, ¿e  fuzja prekursorów zachodzi przy udziale transb³onowego bia³ka
DC-STAMP [59]. Jest to, siedmiokrotnie przechodz¹ca przez b³onê komórkow¹ pêtla
³añcucha bia³kowego, wystêpuj¹cego w komórkach dendrytycznych � jednej z postaci
makrofagów. Okazuje siê, ¿e bardzo wysok¹ ekspresjê tego bia³ka wykazuj¹ dojrza³e
osteoklasty oraz komórki olbrzymie cia³ obcych. Mutanty zwierz¹t, niezdolnych do syntezy
tego bia³ka, nie wytwarzaj¹ ani osteoklastów, ani komórek olbrzymich cia³ obcych.

Na makrofagach, ulegaj¹cych fuzji, opisano specyficzny, niezdefiniowany antygen
150 kD, nieobecny na makrofagach nieulegaj¹cych fuzji, a przeciwcia³a monoklonalne
wobec tego antygenu zapobiegaj¹ fuzji komórek [41]. Bia³ko CD44 wi¹¿e siê z
receptorem dla tych przeciwcia³, tak wiêc cz¹steczka CD44, a tak¿e CD47 bior¹ udzia³
w fuzji komórek prekursorowych [54]. Tak¿e  wewn¹trzkomórkowa domena antygenu
CD44 (CD44-ICD), odcinana w makrofagach, aktywuje w j¹drze czynnik transkryp-
cyjny NFκB, niezbêdny dla aktywacji osteoklastów [10]. Za homotypow¹ fuzjê
makrofagów odpowiedzialny jest receptor MRF (ang. macrophage fusion receptor),
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dla którego ligandem jest cz¹steczka CD47. Dziêki temu receptorowi makrofagi
�rozpoznaj¹� siê przed fuzj¹. Rolê receptora purynergicznego P2X7 w fuzji prekursorów
omówiono wy¿ej. Do czynników promuj¹cych fuzjê zalicza siê tak¿e  zasadowy czynnik
wzrostu fibroblastów FGF-β [62] oraz czynniki aktywuj¹ce fosfoli-pazê A2. Aktywacja
tej niezale¿nej od jonów wapnia fosfolipazy powoduje w komórkach wzrost ekspresji
markerów siateczki endoplazmatycznej (ER). Powstawanie komórek wieloj¹drzastych
w drodze fuzji prekursorów ma wiele cech wspólnych z fagocytoz¹ [34]. Fuzja
makrofagów zwi¹zana jest ze �stapianiem siê� b³ony komórkowej jednego makrofaga
z b³on¹ drugiego. Wystêpuje tu analogia do fagocytozy cz¹steczek opsonino-wanych
(okrytych przeciwcia³em). Polimeryzacja w³ókien aktynowych wokó³ two-rz¹cego siê
fagosomu jest cech¹ nie tylko endocytozy, ale wszystkich rodzajów fago-cytozy, a
zahamowanie tej polimeryzacji, np. za pomoc¹ cytocholazyny, ca³kowicie zapobiega
fuzji makrofagów i wytwarzaniu wieloj¹drzastych komórek cia³ obcych.

Fuzja makrofagów pod wp³ywem IL-4 odbywa siê przy udziale receptorów mannozy,
które s¹ jednocze�nie receptorami wystêpuj¹cymi w procesach fagocytozy i endocytozy.
Markery fagocytozy zachodz¹cej przy udziale retikulum endoplazmatycznego �
calurexyna i calregulina � obecne s¹ w makrofagach, ulegaj¹cych fuzji i wystêpuj¹ w
wiêkszym stê¿eniu w miejscach zachodz¹cej fuzji b³on. Markery te kolokalizuj¹ z
miejscem wi¹zania Konkanawaliny A � lektyny wykazuj¹cej powinowactwo do mannozy.
Mo¿e to sugerowaæ, ¿e  podczas fuzji makrofagów siateczka endoplazmatyczna
wykazuje ekspresjê receptorów dla ligandu mannozy [34].

CZYNNIKI HAMUJ¥CE FUZJÊ KOMÓREK
PREKURSOROWYCH OSTEOKLASTÓW

Oprócz osteoprotegeryny (OPG) oraz bia³ka sFRP-1, czynnikami znacz¹co hamuj¹cy-
mi  wczesne  etapy  osteoklastogenezy  s¹ statyny � inhibitory reduktazy 3-hydroksy-
3-metyloglutarylo-koenzymu A (HMG-CoA) [46]. Geranylogeranylacja bia³ek G (Rho,
Rac) potrzebna jest we wczesnych etapach osteoklastogenezy [11]. Podanie statyn,
np. Mevastatyny, zapobiega powstawaniu osteoklastów, ale ten hamuj¹cy efekt statyn
znosi podanie zwi¹zków szlaku cholesterolowego � mevalonianu, farnezylu i geranylo-
geranylu [58]. Zmniejszona synteza cholesterolu, bêd¹ca nastêpstwem podania statyn,
znacz¹co upo�ledza fuzjê b³on [29]. Tak¿e obni¿ony poziom LDL jest czynnikiem
upo�ledzaj¹cym fuzjê komórek.

Znajomo�æ czynników reguluj¹cych fuzjê komórek prekursorowych w osteoklasty,
ich receptorów oraz czynników moduluj¹cych transdukcjê wywo³anego tymi ligandami
sygna³u, umo¿liwia ingerencjê w mechanizmy prowadz¹ce do patologicznej resorpcji
ko�ci. Poznane do tej pory i potencjalne, nowe cz¹steczki, wp³ywaj¹ce na ten proces,
pozwol¹ w przysz³o�ci na skuteczn¹ terapiê schorzeñ zwi¹zanych z zaburzon¹ funkcj¹
osteoklastów.
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