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Streszczenie: Powstawanie osteoklastow — osteoklastogeneza — jest procesem tworzenia wielojadrowych
komorek zdolnych do resorbowania macierzy kostnej podlegajacym precyzyjnej regulacji licznymi $ciez-
kami sygnatowymi. Fuzja wywodzacych si¢ ze szpiku makrofagéow, kontrolowana cytokinami oraz
ligandami uwalnianymi lub eksponowanymi przez komorki kosciotworcze — osteoblasty — prowadzi do
powstania wielojadrzastych osteoklastow. Omoéwiono strukture i funkcj¢ tych komorek oraz przedsta-
wiono wplyw czynnikéw osteotropowych, cytokin i niektorych stanéw patologicznych na proces
powstawania tych komorek i ich aktywnosci.

Stowa kluczowe: makrofagi, oddzialywanie 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.

Dojrzate osteoklasty, wyspecjalizowane komorki zdolne do degradacji organiczne;j i
nieorganicznej komponenty macierzy kostnej, powstaja w drodze zlania si¢ (fuzji)
jednojadrzastych komorek prekursorowych. Mechanizmy fuzji nie sa w petni wyjasnione,
aich poznanie pozwoli na interweniowanie w proces osteoklastogenezy, a posrednio w
procesy resorpcji kosci, tak wazne z uwagi na epidemiczne rozmiary osteoporozy.

*Praca wykonana w ramach grantu Akademii Medycznej IM15/W2/06.
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Dojrzate osteoklasty sa duzymi komérkami wielojadrzastymi. W odréznieniu od komérek
ciat obcych, rowniez wielojadrzastych, ktore powstaja w niektorych typach reakceji
zapalnych, osteoklasty sa zdolne do resorbowania organicznej macierzy kostnej po jej
uprzedniej demineralizacji poprzez wydzielanie protonéw i jondéw chloru. Osteoklast
wyposazony jest wiec w zestaw enzymow hydrolitycznych oraz w system, pozwalajacy
na uwalnianie jonow chlorowych i wodorowych (przeglad [48]). Po wyptukaniu czgsci
nieorganicznej, ktora stanowi hydroksyapatyt maskujacy macierz organiczna, enzymy
hydrolityczne moga trawi¢ elementy organiczne kosci.

Uwalnianie jonéw wodorowych oraz enzymdw hydrolitycznych przez osteoklasty
odbywa si¢ w biegunie komorki przylegajacym do resorbowanej kosci, z ktora taczy
sig na obrzezu za pomoca receptorow dla witronektyny [25]. Na tym biegunie wystepuje
system uwypuklen btony komoérkowej, zwany rabkiem koronkowym. Biatka adhezyjne
taczace si¢ z sekwencjami RGD witronektyny macierzy kosci uszczelniaja styk
osteoklastu z podtozem, umozliwiajac miejscowe dziatanie uwalnianych droga egzocytozy
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RYCINA 1. Schemat dojrzatego osteoklastu resorbujacego macierz kostna. Opis mechanizmoéw
oddziatywania wymienionych czynnikoéw zamieszczony jest w tekscie
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pecherzykow lizosomalnych, zawierajacych enzymy proteolityczne (ryc. 1) [2,47]. W
polaryzacje dojrzatych osteoklastow zaangazowanych jest szereg czasteczek sygnato-
wych (przeglad [47]). Morfologicznym wyrazem aktywno$ci osteoklastycznej jest
powstawanie od strony rabka koronkowego ubytkow macierzy kostnej, zwanych
zatokami resorpcyjnymi (ryc. 2).

Oproécz obecnosci receptoréw dla witronektyny, dojrzate osteoklasty maja receptory
dla czynnika wzrostu monocytow — M-CSF, dla kalcytoniny [25] oraz receptor RANK
dla cytokiny RANK-L (ligand dla receptora aktywujacego czynnik jadrowy kappa B —
NFkB). Oprocz ekspres;ji receptora RANK dojrzate osteoklasty charakteryzuje wysoka
ekspresja transbtonowego biatka DC-STAMP (ang. dendrytic cell specific transmem-
brane protein), proteiny specyficznej dla komoérek dendrytycznych — jednej z postaci
makrofagdow. Osteoklasty charakteryzuje ponadto wysoka aktywnos¢ fosfatazy
zasadowe] winiano-opornej (ang. tartrate resistant alkaline phosphatase, TRAP),
katepsyny K oraz metaloproteinazy MMP-9 [31]. Istnieje wicle godnych polecenia
prac przegladowych, poswigconych biologii osteoklastow omawiajacych te procesy
szerzej [2, 15,47].

Prekursorowymi komorkami osteoklastow sa wywodzace si¢ ze szpiku komorki
monocytarne. Dzigki pracom nad generowaniem osteoklastow in vitro ustalono, ze
wystgpuja one wsrod populacji GM-CFU [9], nie ma ich jednak w koloniach M-CFU.
Czysta posta¢ komorek prekursorowych ma fenotyp CD-14 [35]. W warunkach hodowli
osteoklastow in vitro komorki prekursorowe wystepuja w populacji mononuklearnych
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RYCINA 2. Dojrzaty osteoklast resorbujacy heterotopowa beleczke kostnag indukowang u myszy
przeszczepem ludzkich nablonkowych komorek ustalonej linii WISH
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komorek krwi obwodowej [21] Iub pepowinowej [39], we krwi pacjentow z ostra
postacia szpiczaka [17], w makrofagach uzyskiwanych z tkanek patologicznych [40],
objetych procesem nowotworowym lub zapalnym [4], z btony maziowej pacjentow z
osteoarthritis, z guzow osteoklastoma [25, 56]. Najczgsciej stosowanymi w badaniach
in vitro zrodtami komorek prekursorowych sa komorki uzyskane ze szpiku lub $ledziony
[12]. Takze ustalona mysia linia monocytarna, RAW 264.7 jest zdolna do réznicowania
si¢ w komorki osteoklastyczne [20, 57, 62]. Interesujace jest, ze proliferacja komorek
prekursorowych nie jest warunkiem koniecznym dla powstawania dojrzatych osteoklas-
tow [9].

AKTYWACJA DOJRZALYCH OSTEOKLASTOW
ORAZ POBUDZANIE OSTEOKLASTOGENEZY

Pomigdzy linig komorek osteoklastycznych a linia komorek kosciotworczych istnieje
Sciste powiazanie funkcjonalne (ryc. 3). Komorki osteoblastyczne, w tym komorki
zrebowe szpiku, reguluja aktywno$¢ osteoklastyczng za pomoca dwoch czynnikow.
Po pierwsze, produkuja ligand dla receptora RANK, ktory znajduje si¢ na powierzchni
osteoklastow. Jego pobudzenie poprzez zwiazanie ligandu (RANK-L) uaktywnia NFKB,
ktory transaktywuje szereg genow osteoklastu [ 1]. Drugim czynnikiem produkowanym
przez osteoblasty jest osteoprotegeryna (OPG) — rozpuszczalny receptor-atrapa, majacy
powinowactwo do RANK-L (przeglad [7, 43]). OPG wspoétzawodniczy z receptorem
RANK o RANK-L, antagonizujac dziatanie RANK. OPG okazata si¢ by¢ opisanym
wezesniej czynnikiem hamujacym osteoklastogeneze — OCIF [60]. Zwiazanie OPG z
RANK-L uniemozliwia interakcj¢ RANK/RANK-L, a wigc nie dochodzi do aktywacji
NFKB, a tym samym do aktywacji osteoklastu. Osteoprotegeryna jest wigc czynnikiem
przeciwdziatajacym aktywacji osteoklastow. Podobne dziatanie wywiera tez inny produkt
aktywowanych osteoblastow — biatko sFRP-1 (secreted Frizzled-related protein),
takze blokujace RANK-L [20]. Znanych jest wiele czynnikow, aktywujacych osteoklasty
iosteoklastogenezeg. Sa to deksametazon, ktory powoduje zahamowanie syntezy OPG,
a wzrost ekspresji RANK-L w osteoblastach i komorkach zrgbowych szpiku [44],
witamina D3 [37, 53], czynnik martwicy nowotworow alfa (TNFa), ktorego dziatanie
manifestuje si¢ wzrostem ekspresji receptorow dla kalcytoniny, wzrostem ekspresji
RANK oraz katepsyny K [28,38]. Ta ostatnia cytokina zwigksza rowniez pulg komorek
prekursorowych w organizmie [30]. TNF-alfa produkowany jest w znacznych ilosciach
w przebiegu reakcji zapalnych i to thumaczy, dlaczego wielu procesom zapalnym
towarzyszy resorpcja kosci.

Inna cytokina — transformujacy czynnik wzrostu beta (TGF-f) moze réwniez
pobudza¢ osteoklasty przy braku dostepnosci RANK-L, ale jej wptyw na osteoklasto-
genezg zalezy od czasu i1 dlugosci trwania dziatania (patrz dale;j).

Czynnik aktywujacy kolonie granulocytarno-monocytarne (GM-CSF), produkowany
m.in. przez komorki prekursorowe osteoklastow — monocyty, podany jednoczesnie z
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RYCINA 3. Udziat osteoblastow w fuzji prekursoréw osteoklastow (opis w tekscie)

biatkiem chemotaktycznym dla monocytow — MCP-1 prowadzi do powstawania
wielojadrzastych osteoklastow bez udzialu RANK-L . W obecnosci RANK-L krotko-
trwata (2—48 godz.) ekspozycja GM-CSF aktywuje osteoklastogenezg, natomiast stata
ekspozycjana GM-CSF prowadzi do generowania z prekursorow komoérek dendrytycz-
nych, zamiast osteoklastow [23].

Wplyw prostaglandyny PGE2 na osteoklastogenezg u ludzi i u zwierzat bywa
odmienny. Mysie makrofagi w obecnos$ci PGE2 i RANK-L r6znicuja si¢ w osteoklasty,
natomiast wobec komorek ludzkich PGE2 hamuje osteoklastogenezeg.

Ostatnio dyskutowana jest rola receptorow purynergicznych w osteoklastogenezie
[3, 5, 6]. Nukleotyd ATP jest czynnikiem proresorpcyjnym i stwierdzono, ze wolne
nukleotydy aktywuja w osteoblastach RANK-L [8, 13, 14, 22]. Jednym z lepiej
poznanych receptoréw purynergicznych jest receptor P2X7, stanowiacy blonowy kanat
jonowy. Aktywacja tego receptora przez ATP prowadzi do wytworzenia poréw w blonie
komorkowej prekursorow osteoklastow. Aktywacja tych poréw ma zwiazek z fuzja
komorek, gdyz blokada receptoréw P2X7 zapobiega osteoklastogenezie wiasnie przez
zapobiezenie fuzji [16].

W niniejszym przegladzie nie dyskutujemy szczegdtowo roli parathormonu (PTH) w
aktywacji osteoklastow, gdyz temat ten jest zbyt szeroki, wykraczajacy poza ramy tego
opracowania. PTH aktywuje osteoklasty poprzez zwigkszanie ekspresji RANK-L na
osteoblastach, ktore, w przeciwienstwie do osteoklastow, maja receptory dla PTH. Wplyw
PTH na przebudowg kosci nie jest jednak jednoznaczny; niskie dawki PTH dziataja
pobudzajaco na osteogenezg, wyzsze — sa czynnikiem proresorpcyjnym.
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CZYNNIKI WYWIERAJACE HAMUJACY EFEKT
NA GENEROWANIE OSTEOKLASTOW

Sposrod czynnikéw negatywnie regulujacych fuzje komorek CD14+ w osteoklasty nalezy
przede wszystkim wymieni¢ wspomniang uprzednio osteoprotegeryng (OPG) oraz, w
odniesieniu do ludzi, prostaglandyng E2 [52]. Inhibitorem osteoklastogenezy jest takze stata
ekspozycja komorek prekursorowych na dziatanie GM-CSF oraz interferon gamma —
produkty m.in. aktywowanych limfocytow T [42]. Jednak w przypadku pacjentéw z
osteopetroza interferon gamma wzmaga osteoklastogeneze in vitro [32].

Leptyna, hormon sytosci, wywiera hamujacy efekt na osteoklastogenez¢ poprzez
zwigkszanie ekspresji OPG w komorkach osteoblastycznych i zrgbowych szpiku [18].
Rowniez inhibitory proteasomow hamujq osteoklastogenezg poprzez negatywny wpltyw
na aktywacje NFKB [61]. Flawonoid kwercetyna rowniez dziata hamujaco na proces
powstawania osteoklastow w drodze hamowania przez RANK-L aktywacji NFKB
oraz biatka aktywujacego AP-1 [57]. Biatko sFRP-1, produkt osteoblastéw pobudzanych
PGE?2 lub interleukina 11 hamuje osteoklastogenezg poprzez hamowanie w komoérkach
prekursorowych sygnalizacji RANK-L [20].

UDZIAL TGF-8 W PROCESACH OSTEOKLASTOGENEZY

Ta cytokina jest bardzo silnym modulatorem osteoklastogenezy, wywierajacym rézne,
przeciwstawne efekty, w zaleznosci od sposobu jej podania [26]. Ekspozycja prekurso-
row CD14+ na TGF- przez krotki czas hodowli in vitro (1-7 dni) prowadzi do aktywacji
osteoklastogenezy, mierzonej aktywnoscia enzymu TRAP+ 1 stopniem resorpcji matrycy
kostnej. Jednakze ta sama cytokina, podawana przez caly czas hodowli (1-21 dni),
wywiera efekt odwrotny — spadek liczby komoérek TRAP+, spadek aktywnos$ci
resorpcyjnej, spadek ekspresji enzymow hydrolitycznych — katepsyny K i metalo-
proteinazy MMP-9. Ta stata ekspozycja TGF-3 powoduje zahamowanie ekspresji
receptora RANK. Stwierdzono réwniez, ze enzym MMP-9 moze aktywowacé latentna
form¢ TGF-3 obecna w macierzy kostnej. Sugeruje sig, ze TGF-[3 ulega aktywacji
przez MMP-9 pochodzaca z osteoklastow. TGF-[3 aktywuje w monocytach kinazg p38
MAPK, odpowiedzialng za chemotaksjg i1 proliferacj¢ monocytow. Uwzgledniajac te
dane postuluje sig, ze TGF-[3 pobudza osteoklastogenezg ludzkich monocytow w drodze
stymulacji szlaku p38 MAPK, odpowiedzialnego za chemotaksj¢ monocytow, dostar-
czajac ,,materialu” dla przysztych osteoklastow. Natomiast ciagta ekspozycja na
TGF-f3, hamujac ekspresjg RANK, wplywa negatywnie na osteoklastogeneze poprzez
oslabienie sygnalizacji RANK/RANK-L.

TGF-B, przy braku RANK-L, a w obecnosci M-CSF pobudza monocyty do
roznicowania si¢ w kierunku komorek zdolnych do resorbowania macierzy kostnej, ale
pozbawionych cech morfologicznych osteoklastow [24].
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FUZJA KOMOREK PREKURSOROWYCH

Dojrzate osteoklasty powstaja w drodze fuzji komorek jednojadrzastych. Doktadny
mechanizm fuzji komorek wielojadrzastych — osteoklastow i komorek olbrzymich ciat
obcych nie zostaly w pelni wyjasnione, cho¢ znanych jest wiele czynnikow, promujacych
lub hamujacych ten proces. Cytokiny, transformujacy czynnik wzrostu alfa (TGF-a)
oraz naskorkowy czynnik wzrostu EGF pobudzaja proliferacje komorek prekursorowych
osteoklastow [50]. Na powierzchni makrofagow wystepuja molekuly odpowiedzialne
za fuzj¢: E-kadheryna [33] oraz antygen CD44 [55]. Udziat w fuzji maja chemokiny:
RANTES (ang. regulated on activation normal T cell expressed and secreted —
wydzielane przez aktywowane limfocyty T) oraz chemotaktyczne biatko monocytow
MCP-1 [27]. Dodanie tych chemokin do hodowli komorek prekursorowych pozwala
na powstanie, przy braku w systemie RANK-L, wielojadrzastych komérek TRAP+,
ktore jednak nie wykazuja zdolnosci do resorbowania kosci. Zdolnos$¢ t¢ nabywaja
dopiero w obecnosci chemokiny MCP-1 oraz ligandu RANK-L.

Cyklosporyna A powodujac w monocytach spadek ekspresji chemokiny MCP-1 hamuje
sygnalizacje¢ RANK/RANK-L, ale dodanie do hodowli chemokin RANTES i MCP-1
prowadzi do ré6znicowania si¢ osteoklastow TR AP+, zdolnych do resorbowania kosci [36].

CZYNNIKI PROMUJACE FUZJE PREKURSOROWYCH
KOMOREK OSTEOKLASTOW

Celem uzyskania osteoklastogenezy w warunkach in vitro do sSrodowiska hodowlane-
go musi by¢ dodany czynnik wzrostu M-CSF oraz ligand (RANK-L) dla receptora
RANK [23, 45,47, 49, 51]. Ich niedostatek lub brak hamuje lub uniemozliwia fuzjg i
osteoklastogenezg in vitro.

Ostatnio stwierdzono, ze fuzja prekursorow zachodzi przy udziale transbtonowego biatka
DC-STAMP [59]. Jest to, siedmiokrotnie przechodzaca przez btong komoérkowa petla
fancucha biatkowego, wystepujacego w komdrkach dendrytycznych — jednej z postaci
makrofagéw. Okazuje sig, ze bardzo wysoka ekspresje tego biatka wykazuja dojrzate
osteoklasty oraz komorki olbrzymie ciat obcych. Mutanty zwierzat, niezdolnych do syntezy
tego bialka, nie wytwarzaja ani osteoklastow, ani komorek olbrzymich ciat obcych.

Na makrofagach, ulegajacych fuzji, opisano specyficzny, niezdefiniowany antygen
150 kD, nicobecny na makrofagach nieulegajacych fuzji, a przeciwciata monoklonalne
wobec tego antygenu zapobiegaja fuzji komorek [41]. Biatko CD44 wiaze sig z
receptorem dla tych przeciwciat, tak wigc czasteczka CD44, a takze CD47 biora udziat
w fuzji komorek prekursorowych [54]. Takze wewnatrzkomoérkowa domena antygenu
CD44 (CD44-ICD), odcinana w makrofagach, aktywuje w jadrze czynnik transkryp-
cyjny NFKB, niezbedny dla aktywacji osteoklastow [10]. Za homotypowa fuzj¢
makrofagéw odpowiedzialny jest receptor MRF (ang. macrophage fusion receptor),
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dla ktérego ligandem jest czasteczka CD47. Dzigki temu receptorowi makrofagi
,,rozpoznaja” si¢ przed fuzja. Rolg receptora purynergicznego P2X7 w fuzji prekursorow
omowiono wyzej. Do czynnikdéw promujacych fuzje zalicza si¢ takze zasadowy czynnik
wzrostu fibroblastow FGF-[3 [62] oraz czynniki aktywujace fosfoli-pazg A2. Aktywacja
tej niezaleznej od jonow wapnia fosfolipazy powoduje w komodrkach wzrost ekspresji
markerow siateczki endoplazmatycznej (ER). Powstawanie komorek wielojadrzastych
w drodze fuzji prekursorow ma wiele cech wspoélnych z fagocytoza [34]. Fuzja
makrofagow zwiazana jest ze ,,stapianiem si¢” blony komoérkowej jednego makrofaga
z btona drugiego. Wystepuje tu analogia do fagocytozy czasteczek opsonino-wanych
(okrytych przeciwciatem). Polimeryzacja wtokien aktynowych wokot two-rzacego si¢
fagosomu jest cecha nie tylko endocytozy, ale wszystkich rodzajow fago-cytozy, a
zahamowanie tej polimeryzacji, np. za pomoca cytocholazyny, catkowicie zapobiega
fuzji makrofagdéw i wytwarzaniu wielojadrzastych komorek ciat obeych.

Fuzja makrofagdéw pod wptywem IL-4 odbywa si¢ przy udziale receptorow mannozy,
ktore sa jednoczesnie receptorami wystepujacymi w procesach fagocytozy i endocytozy.
Markery fagocytozy zachodzacej przy udziale retikulum endoplazmatycznego —
calurexyna i calregulina — obecne sa w makrofagach, ulegajacych fuzji i wystgpuja w
wigkszym stezeniu w miejscach zachodzacej fuzji bton. Markery te kolokalizuja z
miejscem wigzania Konkanawaliny A —lektyny wykazujacej powinowactwo do mannozy.
Moze to sugerowac, ze podczas fuzji makrofagdw siateczka endoplazmatyczna
wykazuje ekspresje receptorow dla ligandu mannozy [34].

CZYNNIKI HAMUJACE FUZJE KOMOREK
PREKURSOROWYCH OSTEOKLASTOW

Oprocz osteoprotegeryny (OPG) oraz biatka sFRP-1, czynnikami znaczaco hamujacy-
mi wczesne etapy osteoklastogenezy sa statyny — inhibitory reduktazy 3-hydroksy-
3-metyloglutarylo-koenzymu A (HMG-CoA) [46]. Geranylogeranylacja biatek G (Rho,
Rac) potrzebna jest we wczesnych etapach osteoklastogenezy [11]. Podanie statyn,
np. Mevastatyny, zapobiega powstawaniu osteoklastow, ale ten hamujacy efekt statyn
znosi podanie zwiazkow szlaku cholesterolowego —mevalonianu, farnezylu i geranylo-
geranylu [58]. Zmniejszona synteza cholesterolu, b¢daca nastepstwem podania statyn,
znaczaco uposledza fuzj¢ bton [29]. Takze obnizony poziom LDL jest czynnikiem
uposledzajacym fuzje komorek.

Znajomos¢ czynnikow regulujacych fuzje komorek prekursorowych w osteoklasty,
ich receptorow oraz czynnikow modulujacych transdukcje wywotanego tymi ligandami
sygnatu, umozliwia ingerencj¢ w mechanizmy prowadzace do patologicznej resorpcji
kosci. Poznane do tej pory i potencjalne, nowe czasteczki, wptywajace na ten proces,
pozwola w przysztosci na skuteczna terapie schorzen zwiazanych z zaburzona funkcja
osteoklastow.
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