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Streszczenie: Bialka morfogenetyczne kosci (BMP) naleza do nadrodziny transformujacych czynnikow
wzrostu typu beta i regulujg szereg procesow tak podczas rozwoju zarodkowego jak i pourodzeniowe-
go. Po raz pierwszy wykryto je w tkance kostnej i wykazano ich wtasnosci promowania ko$ciotworze-
nia, rowniez w miejscach heterotopowych. Obecnie znanych jest ponad 20 cztonkéw rodziny biatek
BMP; wsrod nich najlepsze wiasciwosci osteoinduktywne posiadaja BMP2/6/9 1 w mniejszym stop-
niu BMP4/7/8, a BMP2 i BMP7 zostaly dopuszczone do uzytku klinicznego. Sygnat BMP przekazy-
wany jest poprzez receptory blonowe do jadra komorkowego, a konformacja receptoréw w momencie
wigzania z ligandem warunkuje wewnatrzkomorkowe $ciezki przekazywania sygnalu. Moga one pr-
zebiega¢ szlakami kanonicznymi, w ktorych posrednicza biatka Smad, lub szlakami niekanonicznymi,
niezaleznymi od Smad. Biatka Smad fosforylowane przez receptor w domenie C-koncowej przenoszone
sa do jadra komoérkowego i uczestniczg w transkrypcji genéw. Smad-zalezna $ciezka sygnatowa prowad-
zi m.in. do ekspresji czynnikow transkrypcyjnych kluczowych dla kosciotworzenia, a z drugiej promuje
syntez¢ antagonistow szlaku sygnalizacyjnego BMP. Ponadto, Smad moga by¢ fosforylowane w do-
menie tacznikowej przez kinazy MAP, GSK3 oraz cyklino-zalezne kinazy, co moze kierowac je do pro-
teosomalnej degradacji. Niekanoniczne $ciezki sygnalowe powiazane sa z grupa biatek GTP-zaleznych,
szlakiem PI3K/AKT oraz kinazami MAP. Artykul podsumowuje najnowsze doniesienia dotyczace
sygnalizacji BMP, a zwlaszcza biatlek Smad zaangazowanych w kanoniczng transdukcje sygnatu BMP.
Szczegdlng uwage poswigcono fosforylacji tacznika biatek Smad i wptywu tej fosforylacji na procesy
kosciotworzenia. Posumowano ponadto obecny stan wiedzy dotyczacy kanonicznych oraz niekanon-
icznych $ciezek sygnalizacji BMP, jak rowniez regulacji osteogennych czynnikow transkrypcyjnych
w wyniku sygnalizacji BMP. Rosnace zapotrzebowanie na terapie tkanki kostnej sprawia, ze potencjat
kosciotworczy BMP cieszy si¢ ogromnym zainteresowaniem badaczy i jest przedmiotem intensywnych
badan majacych na celu wykorzystanie BMP w klinice, weterynarii i inzynierii tkanki kostne;j.

Stowa kluczowe: bialka morfogenetyczne kosci, biatka Smad, sygnalizacja wewnatrzkomoérkowa, fos-
forylacja linkera Smad, osteogeneza
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Summary: Bone morphogenetic proteins (BMP) belong to the transforming growth factor beta super-
family. They regulate several developmental processes during embryogenesis and in postnatal life.
BMP have been discovered for the first time in bone and their osteogenic properties, including het-
erotopic sites, have been defined. There are presently more than 20 members of BMP family; among
them the best osteoinductive properties display BMP2/6/9, slightly less osteoinductive are BMP4/7/8,
and BMP2 and BMP7 are clinically available. BMP signal is transduced through membrane recep-
tors to a cell nucleus; upon ligand binding, the receptors’ conformation determines intracellular sig-
naling pathways. Canonical pathways engage Smad proteins, whereas non-canonical pathways are
Smad-independent. Receptor-phosphorylated Smads at C-terminal domain are shuttled to the nucleus,
where participate in gene transcription. Smad-dependent signaling leads e.g. to the expression of key
osteogenic transcription factors, on the other hand it promotes the synthesis of BMP signaling path-
ways’ antagonists. Besides, Smads can be phosphorylated by MAPK, GSK3 and cycline dependent
kinases in a linker domain, which can lead to their proteosomal degradation. Non-canonical pathways
are linked to a group of GTP-depended proteins, PI3K/Akt pathway and MAP kinases. The article
summarizes the newest findings regarding the BMP signaling, focusing on Smad proteins engaged in
canonical BMP signal transduction. Special attention is paid to Smad linker phosphorylation and its
effects on osteogenesis. We have also summarized the present knowledge regarding the canonical and
non-canonical BMP pathways and BMP regulation of osteogenic transcription factors. Growing needs
for bone tissue therapies prompt researchers to explore BMP osteogenic potential. Extensive research
on BMP aims to apply them eventually in clinics, veterinary and bone tissue engineering.

Key words: bone morphogenetic proteins, Smad proteins, intracellular signaling, Smad linker phos-
phorylation, osteogenesis

WSTEP

Biatka morfogenetyczne kosci (ang. Bone Morphogenetic Proteins, BMP) po
raz pierwszy opisat w 1965 roku Marshall Urist, ktory zaobserwowal, ze zde-
mineralizowana kwasem hydrochlorowym macierz kosci, po przeszczepieniu do
migsnia szkieletowego, indukuje tworzenie tkanki chrzgstnej oraz kostnej [74].
Izolacja pierwszego BMP (tj. BMP3) z ekstraktu kosci bydlecej miata jednak
miejsce dopiero w 1980 roku. W 1988 roku, Wozney i wsp. sklonowali BMP2
i BMP4 [79], aw 1990 roku opracowano struktury krystaliczne ludzkich bia-
ek BMP2 i BMP7 [10]. Oprocz tkanki kostnej, ekspresja BMP zachodzi m.in.
w nerkach (BMP3/4/7), ptucach (BMP3/4/5/6), jelicie cienkim (BMP/2/7), sercu
(BMP2/4/6/7), zawigzkach konczyn (BMP/2/4/5/7) oraz zgbach (BMP3/4/7) [59].

BMP sa najlepiej jak dotad poznanymi czasteczkami o charakterze osteoinduk-
tywnym, zdolnymi do rekrutacji progenitoréw kostnych, ich réznicowania w dojrza-
fe 1 funkcjonalne komorki kostne, a takze indukowania proceséw ko$ciotworzenia
w miejscach heterotopowych. Sposrod liczacej ponad 20 cztonkow rodziny BMP,
najbardziej osteoinduktywne sa BMP2/6/9 1 w mniejszym stopniu BMP4/7/8 [41].
Nalezace do rodziny BMP biatka GDF5/6/7 indukuja powstawanie tkanki chrzest-
nej i Sciggien [47]. BMP3 i BMP13 negatywnie reguluja osteogenezg indukowana



ROLA SCIEZEK SYGNALIZACJI BMP W PROCESACH OSTEOGENEZY 647

przez inne BMP. Dla przyktadu, BMP3 obniza ekspresj¢ wskaznikow osteogenezy
takich jak Runx2 (ang. Runt-related transcription factor), osteokalcyna (Osc) czy
kolagen typu I (Kol I) indukowane przez BMP2/4/6/7. Ponadto, jednoczesne poda-
nie BMP2 i BMP3 mysim komérkom mioblastycznym C2C12 hamuje wewnatrz-
komoérkowa $ciezke sygnalizacji BMP [47]. Najnowsze doniesienia sugeruja, ze
BMP odgrywaja rowniez wazng rolg¢ w regulacji czynnosci narzadow o dziataniu
endokrynnym, a zwlaszcza jajnikéw, przysadki mézgowej oraz nadnerczy [59].
Sposroéd wszystkich cztonkow rodziny BMP, tylko dwa zostaty dopuszczone
przez FDA (ang. Food and Drug Administration) do prob klinicznych: w 2001 roku
rthBMP-7 (Eptotermin-a), a rok p6zniej thBMP2 (Dibotermin-a), o nazwach han-
dlowych InductOS®, InFUSE®, i OP1 Implant® [10, 13]. Nadal jednak istnieja
spore ograniczenia ich stosowania w leczeniu choréb wymagajacych aktywacji
osteogenezy, bowiem proby kliniczne nie przynioslty tak dobrych rezultatow jak
spodziewano si¢ na podstawie wynikow dotyczacych zwierzat do§wiadczalnych [6,
13]. Badania naszej grupy wskazuja m.in., ze mechanizmy przekazywania sygnatu
BMP w ludzkich mezenchymalnych komoérkach macierzystych pochodzenia szpi-
kowego roznig si¢ od tych opisanych dla komorek myszy i szczurow [56]; zaleza
tez od lokalnego §rodowiska, w ktorych te komorki rezyduja [57]. Ponadto, efekty
dzialania BMP in vitro sa obserwowane przy bardzo matych stezeniach (5-20 ng/ml),
natomiast w probach klinicznych, handlowo dostepne rhBMP2 uzywa sie w steze-
niach nawet do 40 mg/ml [64]. Duzym wyzwaniem jest wiec doglebne poznanie
mechanizmoéw dziatania BMP 1 polepszenie efektywnos$ci dziatania tych biatek bez
zwigkszania ich dawkowania. Tutaj, zastosowanie mogg znalez¢ odpowiednie no-
sniki BMP takie jak: rusztowania funkcjonalizowane BMP, degradowalne kapsutki
uwalniajace BMP i/lub stosowanie BMP w kombinacji z innymi czynnikami wzro-
stowymi, co moze zmniejszy¢ zapotrzebowanie na ich wyzsze stezenia [10].

RODZINA BIALEK BMP

W organizmie, wszystkie bialka BMP syntetyzowane sg jako duze biatka prekur-
sorowe zawierajace peptyd sygnatowy na N-koncu, prodomeng oraz peptyd dojrzaty
na C-koncu. Dzigki peptydowi sygnatowemu, biatko kierowane jest na swoj szlak
wydzielniczy, prodomena zapewnia przyjecie przez niego funkcjonalnej konforma-
cji, natomiast C-koncowy peptyd jest poddawany cigciu proteolitycznemu przez
serynowa endoproteaze furyny w regionie Arg-X-X-Arg, gdzie X to dowolna resz-
ta aminokwasowa. W konsekwencji powstaje dojrzaty i1 aktywny homo- lub hetero-
dimer o masie czasteczkowej 20-30 kDa. BMP zawieraja siedem konserwatywnych
reszt cysteinowych, z ktorych sze$¢ tworzy trzy wigzania dwusiarczkowe w obrebie
czasteczki, nazywane motywem wezla cysteiny, a siodma jest zaangazowana w two-
rzenie migdzyczasteczkowego mostka cysteinowego. Odpowiada on za stabilizacje
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dimeréw BMP [74]. BMP sg naturalnie glikozylowane, ale ich glikozylacja nie jest
konieczna do wlasciwego funkcjonowania.

Ponad 20 biatek z rodziny BMP zakwalifikowano do nadrodziny transformuja-
cego czynnika wzrostu TGF-B. Rodzina BMP podzielona jest na cztery podgrupy, tj
BMP2/4, BMP3/3B (GDF10), BMP5/6/7/8a/8b oraz GDF5/6/7 (tab. 1). Wykazuja
one plejotropowe dziatanie: reguluja najwczesniejsze stadia rozwoju zarodkowego
oraz organogenezy, a takze biorg udzial w gojeniu ran oraz odpowiedzi immunolo-
gicznej dorostych organizméw [29]. Do poznania funkcji nadrodziny biatek TGF-3
oraz ich szlaku sygnalizacyjnego u kregowcdw przyczynily si¢ badania na homolo-
gicznych biatkach bezkrggowcow [60, 78]. Biatko Decapentaplegic (Dpp) u Droso-
phila melanogaster jest strukturalnie podobne do BMP2/4 wystepujacych u ssakow.
Odpowiada ono za rozw6j embrionalny, ale podobnie jak BMP, Dpp stymuluje tez
tworzenie kosci u ssakow w tkankach ektopowych [66].

TABELA 1. Rodzina biatek BMP iich udzial w procesach réznicowania komorek i formowania
tkanek
TABLE 1. The BMP family and its contribution to cell differentiation and tissue formation

PODGRUPA OZNACZENIE FUNKCJA
BMP2 kosciotworzenie
BMP2/4
BMP4 koS$ciotworzenie, rozwdj oczu i pluc
BMP3 . , . .
BMP3/3B (GDF10) BMP3B hamowanie kosciotworzenia
BMP5 formowanie chrzastki
BMP6 kosciotworzenie, formowanie chrzastki
BMP7 kosciotworzenie, rozwdj oczu i nerek;
BMP5/6/7/8A/8B BMPS§ kosciotworzenie

BMP9 rozwoj uktadu nerwowego
BMP10 rozwoj uktadu krwiono$nego
BMPI11 rozwdj uktadu nerwowego
BMPI12 powstawanie $ciegien
BMPI13 powstawanie $ciggien 1 wigzadet

GDF5/6/7 BMP14 regeneracja $ciggien, ko$ciotworzenie

hamowanie ekspresji receptora hormonu
BMPI15 folikulotropiny (w komorkach ziarnistych
jajnika)
Inne, nienalezace do BMPI regulacja biosyntezy 1 dojrzewania
nadrodziny TGF- kolagenu




ROLA SCIEZEK SYGNALIZACJI BMP W PROCESACH OSTEOGENEZY 649

RECEPTORY BMP

BMP przekazuja sygnat do wnetrza komorki za posrednictwem dwoch typow re-
ceptorow btonowych BMPR-I i BMPR-II, nalezacych do kinaz serynowo-treonino-
wych. Ogolna struktura BMPR-I i -II jest podobna. Zbudowane sg one z zewnatrzko-
morkowej domeny zawierajacej kilka konserwatywnych reszt cysteinowych istotnych
dla tworzenia charakterystycznej, trojwymiarowej struktury, bioracej udziat w wiagza-
niu liganda. Region transblonowy kotwiczy receptor w btonie komorkowej, podczas
gdy domena wewnatrzkomoérkowa posiada aktywno$¢ kinazy serynowo—treoninowe;.
BMPR-I wyr6znia obecno$¢ domeny GS (bogatej w reszty glicyny i seryny) w do-
menie cytoplazmatycznej oraz bardzo krotki fragment C-koncowy zbudowany co
najwyzej z 9 reszt aminokwasowych. Ta sama C-koncowa czgs¢ wewnatrzkomorko-
wej domeny BMPR-II zbudowana jest z ponad 24 reszt aminokwasowych (ryc. 1).
Do BMPR-I specyficznie wigzacych BMP nalezg: BMPR-1A (ALK-3), BMPR-1B
(ALK-6) oraz kinazowy receptor aktywin 2 (ALK-2) — wigzacy aktywing i prawdo-
podobnie rowniez BMP7. Do BMPR-II nalezag BMPR-2, receptor aktywin typu II
(ACTR?2) i receptor aktywin typu IIB (ACTR2B) [44].

BMPR-II: BMPR-I:
BMPR-II BMPR-IA (ALK3)
ActR-11A BMPR-IB (ALKG)
ActR-11B ALK2

Region transhtonowy

(kotwiczenie receptorow

w btonie Macierz zewngtrzkomdrkowa

Domena
cytoplazmatyczna
{aktywnosé kinazy %= Fragment C-koricowy
serynowo-treoninowej)

Cytoplazma

RYCINA 1. Struktura receptorow BMP i ich funkcjonalne elementy
FIGURE 1. The structure of BMP receptors and their functional components
SCIEZKI TRANDUKCJI SYGNALU BMP

SCIEZKI KANONICZNE

Przekazywanie sygnatu BMP w komorce rozpoczyna si¢ od aktywacji re-
ceptorow blonowych przez ligand. Mechanizmy aktywacji receptoréw przez
ligandy z rodziny TGF-3 sa podobne do mechanizméw aktywacji receptorow
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BMP i receptorow aktywin [45]. Receptory TGF-B2 mogg tworzy¢ homo-oligome-
ry niezaleznie od obecnosci ligandu. Sadzi sig, ze takie kompleksy sa prekursorami
dla heterotetramerycznych kompleksow powstajacych z udziatem BMPR-I i BM-
PR-II po zwigzaniu liganda. Kompleksy te sa konieczne do przekazywania sygnatu
do wnetrza komorki [12].

W sktad heterotetrameru wchodzi dimer BMPR-I oraz dimer BMPR-II. Po-
wstanie kompleksu jest jednak mozliwe dzieki dimerycznej naturze liganda. Jeden
jego monomer wiaze si¢ z jednym typem receptora, a drugi monomer z drugim ty-
pem receptora. W zaleznosci od sposobu wigzania si¢ BMP do receptoréw moga
by¢ uruchamiane kanoniczne badz niekanoniczne $ciezki sygnalizacji BMP, opi-
sane w dalszej czesci pracy (ryc. 2). Ogoélnie, w sytuacji kiedy BMP wiaze si¢ do
wczesniej uformowanego heterotetrameru, aktywowana jest kanoniczna $ciezka sy-
gnalizacji BMP. Natomiast, jesli dopiero po przytaczeniu BMP nastgpuje tworzenie
heterotetrameru, uruchamiana jest $ciezka niekanoniczna [54].

Nadekspresja lub brak ekspresji ktorego$ z receptorow prowadzi do bardzo
cigzkich schorzen uktadu kostnego. Dla przyktadu, w rzadkiej, ale powaznej choro-
bie genetycznej postepujacego kostniejgcego zapalenia migéni (ang. Fibrodysplasia
Ossificans Progressiva, FOP) przyczyna choroby jest mutacja genu ACVRI koduja-
cego receptor BMP typu I (ALK-2). Mutacja powoduje statg aktywno$¢ wewnatrz-
komoérkowych szlakow sygnalizacyjnych BMP nawet bez obecnosci liganda [62].

Sygnalizacja Smad-niezaleina Sygnalizacja Smad-zaleina

BMP/TGF-8 l

Macierz
zewngtrekomérkowa

U /AN g ¢ B

RYCINA 2. Sciezki sygnalizacyjne BMP — niekanoniczna (po lewej), niezalezna od biatek Smad oraz
kanoniczna, z udziatem biatek Smad (po prawej)
FIGURE 2. BMP signalling pathways — non-canonical pathway independent from Smad proteins
(left) and Smad-dependent canonical one (right)
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Skutkuje to zastgpowaniem miesni szkieletowych tkanka kostna. Z kolei brak recep-
tora BMPR-1A u myszy prowadzi do ich §mierci jeszcze przed rozwojem kosci [28].
W wyniku potaczenia BMP z heterotetramerem nastepuje aktywacja BMPR-
-1 poprzez jego fosforylacje przez receptor BMPR-II. BMPR-I fosforylowany jest
w domenie GS, na resztach Ser i Tre w obrebie sekwencji TTSGSGSGLP [71].
Aktywacja BMPR-I prowadzi do aktywacji biatek Smad bedacych jego bezposred-
nim substratem. Fosforylowane sg w tym przypadku wszystkie reszty serynowe se-
kwencji Ser-Ser-X-Ser (motyw SSXS) na C-koncowym motywie identycznym dla
Smad1/2/3/5/8 [30]. Smad4/6/7 nie posiadaja tego motywu [84]. Sciezki sygnaliza-
cyjne zalezne od biatek Smad nazywane sa kanonicznymi, natomiast alternatywne,
niekanoniczne $ciezki sygnalizacyjne BMP nie angazuja biatek Smad [29].

SCIEZKI NIEKANONICZNE

Niekanoniczne $ciezki sygnalizacji BMP sa wcigz stabo poznane. Do Smad-
niezaleznych $ciezek sygnalizacyjnych BMP nalezy szlak kinaz MAP (ang. Mito-
gen Activated Protein). Uwaza si¢, ze mechanizm aktywacji MAPK przez BMP za-
chodzi najprawdopodobniej przez kinaz¢ TAK1 (ang. Transforming growth factor
beta-Activated Kinase 1), nalezaca do rodziny MAPKKK [22]. Vinals i wsp. [75]
wykazali, ze w mysiej linii komorkowej C2C12, BMP moga aktywowac kinazy
ERK'Y: (ang. Extracellular-signal-Regulated Kinase) i p38. Potwierdzili to Huang
1 wsp. [25], poniewaz te dwie kinazy byty konieczne do ekspresji i aktywacji czyn-
nika transkrypcyjnego RUNX2 pod wptywem BMP. RUNX2 wplywa natomiast na
ekspresje Osc, Kol I oraz osteopontyny (Osp) — genow istotnych dla postgpu pro-
cesOw osteogenezy [25]. Ponadto, BMP mogg réwniez aktywowac §ciezke NF-xB,
poniewaz TAK1 odpowiedzialna jest za fosforylacje i1 aktywacje kinazy IxB, ktora
stymuluje sygnalizacj¢ NF-«xB.

Inne niekanoniczne $ciezki sygnalizacyjne i mechanizmy ich regulacji zostaty
opisane dla TGF-p, stad mozemy przewidywac szlaki niekanoniczne aktywowane
przez BMP. Przyjmuje si¢ m.in., ze kinaza JNK moze by¢ aktywowana zaréwno
przez TAKI1 jak i przez MEKK1, a posredniczy w tym MKK4, natomiast w przy-
padku p38 posredniczy w tym procesie MKK3 lub MKK6. Ponadto, aktywowane
przez TGF-f kinazy ERK 1 JNK mogga fosforylowac¢ i regulowaé aktywnos¢ biatek
Smad [38]. Wreszcie, poprzez aktywacje JNK i p38, TGF-3 moze aktywowac odpo-
wiednio czynniki transkrypcyjne c-Jun oraz ATF-2, istotne dla szlakow sygnaliza-
cyjnych Smad2/3 oraz MAPK. Biatka Smad wiazg si¢ w domenie MH1 do regionu
zamka leucynowego ATF-2, co zwigksza aktywacje ATF-2. Rowniez kinaza p38
indukowana przez TGF-B zwicksza aktywacj¢ ATF-2 poprzez fosforylacje reszt
Thr69, Thr71 i Ser90 w ATF-2. Tak wigc kanoniczne i nickanoniczne szlaki sygna-
lizacyjne TGF-B moga aktywowac¢ ATF-2 i wzmacnia¢ dziatanie TGF-B. Czynnik
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c-Jun takze wiaze si¢ z biatkami Smad, jednak nie we wszystkich typach komorek
obserwowany jest udziat tego czynnika w sygnalizacji Smad. [14, 23, 67].

TGF-B aktywuje réwniez Rho-podobne biatka GTP obejmujace biatka RhoA,
Rac 1 Cdc42, a takze wzmacnia ekspresj¢ biatka RhoB. Ponadto, TGF-B reguluje
aktywnos$¢ biatek Ras, ktore zaangazowane sa w aktywacje Rho-podobnych biatek
GTP. Biatka Rac i Cdc42 reguluja aktywacje Sciezek JNK i p38 poprzez bezposred-
nie oddziatywanie z kinazami MAPKKK [6], natomiast Rho-zalezna sygnalizacja
JNK wptywa na aktywacje Smad [18]. Z kolei aktywacja biatlek RhoA, Rac i Cdc42
przez TGF- prowadzi do zmian organizacji cytoszkieletu i przeksztatcenia komo-
rek nablonkowych w mezenchymalne (tzw. przejscie mezenchymalno-epitelialne)
[14, 16]. Co cickawe, aktywacje $ciezki sygnalizacji RhoA/ROCK wykazano w sty-
mulowanych BMP2 osteogennych hodowlach Iudzkich mezenchymalnych komo-
rek szpikowych (tj. hBMSC, z ang. human Bone Marrow-derived Stem Cells) [5,
77], ale jej zahamowanie pozytywnie wplywato na stymulowana BMP2 osteogene-
z¢ mysiej 1 szczurzej linii komorek osteoblastycznych in vivo i in vitro [55, 63, 82].

Do niekanonicznych $ciezek uruchamianych posrednio przez TGF-f nalezy tez
szlak 3-fosfoinozytolu/Akt (PI3K/Akt) oraz §ciezka enzymu PP2A (ang. Protein
Phosphatase 2). W aktywacji PI3K moze posredniczy¢ biatko RhoA lub TGF-a
indukowany przez TGF-f [14]. Wykazano m.in. wspoéldziatanie §ciezek PI3K/Akt
i BMP2 w indukcji osteogenezy w ludzkich mezenchymalnych komoérkach macie-
rzystych [57] oraz w szczurzych komorkach wigzadta kregostupa [37], a rola $ciez-
ki PI3K/Akt w osteogenezie jest nadal intensywnie badana [1, 20]. Enzym PP2A
aktywowany przez TGF-B wigze si¢ z kinazg p705%, co skutkuje defosforylacja
i obnizeniem aktywnos$ci p705°K, Kaskada sygnalizacyjna PI3K/p705°€ negatywnie
reguluje proces kosciotworzenia. Zahamowanie tego szlaku wzmacnia proces roz-
nicowania komorek C2C12 w kierunku osteoblastow pod wptywem BMP2 [61, 73].

BIALKA SMAD

Analiza genomoéw Drosophila melanogaster oraz Caenorabditis elegans po-
zwolita na identyfikacj¢ biatek Mad i Sma [11, 12], a niedtugo potem o$miu ho-
mologicznych biatek wystepujacych u ssakow, nazwanych w skrocie Smad [44].
Biatka Smad zostaly podzielone na trzy grupy wyrdznione na podstawie roznic
strukturalnych i funkcjonalnych:

1) biatka aktywowane przez receptor (R-Smad), do ktorych nalezg Smadl, 2,

3,5,8;

2) biatko wspotposredniczace (co-Smad) Smad4;

3) biatka hamujace (I-Smad), do ktorych zaliczamy Smad6 i Smad?7.

Smad1/5/8 sa aktywowane w sygnalizacji BMP i strukturalnie podobne sg do
biatka aktywowanego przez Dpp u D. melanogaster. Natomiast Smad2 i Smad3
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aktywowane sg w §ciezkach sygnalizacyjnych TGF-B/aktywiny, a ich odpowied-
nikiem u D. melanogaster jest biatkko dSmad2 [9]. Smad4 jest jedynym znanym
biatkiem wspolposredniczacym, a jego funkcje u D. melanogaster spetia biatko
Medea [78]. Smad4 tworzy kompleksy z R-Smad. Biatka hamujgce Smad6 specy-
ficznie hamuja $ciezki sygnalizacyjne BMP, a Smad7 $ciezki sygnalizacyjne TGF-3
[29]. U D. melanogaster biatkiem hamujacym jest Dad.

Wszystkie biatka Smad wykazuja podobng budowe (ryc. 3), przy czym biatka
R-Smad oraz Co-Smad zbudowane sg z dwoch domen: MH1 (ang. Mad Homology 1)
1 MH2 (ang. Mad Homology 2) zwiazanych lacznikiem (z ang. linker), podczas gdy
I-Smad posiadaja wytacznie domen¢ MH2 oraz tacznik. N-koncowa domena MH1
zbudowana jest z ok. 130 reszt aminokwasowych. Jej zasadnicza funkcjg jest wigza-
nie DNA poprzez motyw zwany ,,spinka do wlosow z petla” (z ang. B-hairpin loop),
zbudowany z 11 reszt aminokwasowych. Domena MH1 oddziatuje tez z czynnikami
transkrypcyjnymi oraz uczestniczy w translokacji kompleksow R-Smad-Co-Smad do

NLS B-hairpin MAPK/ERK
-hairpin loop Petlals
\ - v / N\ N\ y
g 5187 195 5206 5218 . Motyur SX35
R-Smad N z z z z
(Smad1/2/3/5/8) = —' = -'— = -'— = C

M °tv":\ $191 5198 T202
PPXY

5210
Smurfl

B-harpinloop GSK-3

Co-Smad 3 / 3
(Smad4) N ) C
Domena SAD
I-Smad \_. UC
(Smad6/7)
'é'nurfl

Domena MH1 Domena MH2
S v tqeznik S J
» Wl'qu'mfe DN%‘ N ¥ »Miejsce fosforyladji przez
b Odd'szy?fvame z # Miejsca fosforylacji przez MAPKi  receptor
czynnikami ] ) GSK-3 ¥» Oddziatywanie z czynnikami
”“”5’“'1’9‘)’1”3””" » Miejsce wigzania ligazy Smurfl transkrypcyjnymi
¥ Import jqdrowy ¥ Oddzialywanie z SARA

RYCINA 3. Struktura biatek regulatorowych Smad (R-Smad), z zaznaczonymi w taczniku miejscami
fosforylowanymi przez kinazy MAP i GSK-3, oraz Smad wspotposredniczacych (Co-Smad) i hamu-
jacych (I-Smad).

FIGURE 3. Components of R-Smad proteins with MAP and GSK-3 phospholylation sites marked in
the linker region as well as structures of co- and I-Smad proteins.
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jadra komoérkowego. Zawiera ona sekwencj¢ lokalizacji jadrowej NLS (ang. Nuclear
Localization Signal) bogata w reszty lizyny, ktora jest konserwatywna dla wszystkich
R-Smad. Sekwencja NLS odstaniana jest dopiero w momencie fosforylacji C-konco-
wej domeny MH2, co umozliwia rozpoznawanie tej sekwencji przez importyny-p,
ktoére sie do niej wigza [14, 44]. Importyny sa receptorami dla sygnatu lokalizacji
jadrowej. Lokalizujg si¢ zarowno w cytoplazmie, jak i w jadrze.

MH?2 jest C-koncowag domeng wystepujaca w R-Smad i Co-Smad. Ztozona jest
z ok. 200 reszt aminokwasowych, a jej charakterystyczna cechg jest obecno$¢ mo-
tywu SSXS. Ten konserwatywny motyw jest fosforylowany przez receptory BMP
typu I, co aktywuje sygnalizacj¢ poprzez R-Smad. Domena MH2 umozliwia m.in. za-
kotwiczenie Smad2 w btonie komorkowej poprzez oddziatywanie z biatkami SARA
(ang. Smad Anchor for Receptor Activation). Podobnie jak w przypadku domeny
MHI1, biatka Smad oddziatuja z czynnikami transkrypcyjnymi réwniez z udziatem
domeny MH2. W przypadku braku stymulacji ligandem, domeny MH1 i MH2 ha-
muja nawzajem swoje funkcje poprzez wewnatrzczasteczkowe oddziatywania [30].
Fosforylacja R-Smad w domenie C-koncowej zwalnia te wzajemne oddziatywania.
Domena MH2 zawiera réwniez motyw nazywany petlg L3 (ang. L3 loop). Petla L3
uczestniczy w wigzaniu Smad] z receptorem BMP oraz Smad2 z receptorem TGF-J.
[40]. Sekwencja petli L3 jest niezmienna w bialkach Smad2/3 oraz Smad1/5/8, ale
reszty Ser427 sa kluczowe dla aktywacji bialek Smad1/5/8, a reszty Ser430 dla akty-
wacji Smad2/3, odpowiednio przez BMP i TGF-B. Petla L3 jest rowniez istotna dla
kompleksowania R-Smads z Co-Smad. W przypadku aktywacji $ciezki kanonicznej
przez BMP powszechnie uwaza si¢, ze uformowanie kompleksu Smad1/5/8-Smad4
umozliwia ich transport do jadra komoérkowego. Okazuje si¢ jednak, ze tworzenie
kompleksu Smad1/5/8 ze Smad4 i przemieszczanie si¢ Smad1/5/8 moga przebiegaé
niezaleznie od siebie. Smad4 nie jest wymagany, aby nastgpila translokacja jadrowa
bialek Smad1/5/8, ale R-Smad sg konieczne, aby Smad4 znalazt si¢ w jadrze [30].
Obecnos¢ Smad4 w jadrze warunkuje utworzenie kompleksu transkrypcyjnego regu-
lujacego procesy transkrypcji genow, takich jak Osx, Runx2 i DIx5, majacych istotne
znaczenie dla osteogenezy [32-34, 43, 50-51, 69].

Lacznik wystepujacy w biatkach R-Smad zawiera cztery kopie motywu Pro-X-
-Pro-Ser (PXPS). We wszystkich ludzkich biatkach Smad w obrgbie motywu PXPS
fosforylacji ulegajg reszty Ser187, Ser195, Ser206 i Ser214 w wyniku dziatania kinaz
MAP tj. ERK, p38 1 INK. Region tacznika fosforylowany moze by¢ rowniez przez
kinaze GSK3 (ang. Glycogen Synthase Kinase 3) na resztach Ser191, Ser198, Thr202,
Ser210 [19]. Dodatkowo, tacznik biatek Smad cechuje obecno$¢ motywu Pro-Pro-
-X-Tyr (PPXY) zlokalizowanego w poblizu reszt aminokwasowych fosforylowanych
przez GSK3. Do tego motywu wigze si¢ ligaza ubikwitynowa Smurfl (ang. Smad
ubiquitination regulatory factor ). Zwigzanie Smurfl do tacznika moze odpowiadac
woweczas za skierowanie bialek Smad do proteosomalnej degradacji [36].
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ZNACZENIE FOSFORYLACJI LACZNIKA BIALEK SMAD
W OSTEOGENEZIE

Jak wspomniano wczes$niej, fosforylacja motywu PXPS w taczniku Smad1/5/8
przez MAPK moze hamowa¢ translokacje Smad1/5/8 do jadra komoérkowego, a tym
samym hamowac¢ aktywno$¢ transkrypcyjng Smad1/5/8 [30, 68]. Aktywatorami kinaz
MAP moga by¢ m.in. epidermalny i fibroblastyczny czynnik wzrostu (EGF, FGF),
czynnik wzrostu hepatocytow (HGF), wspomniany wcze$niej transformujacy czyn-
nik wzrostu beta (TGF-f) oraz czynniki stresowe jak np. promieniowanie UV [61].

Warto zaznaczy¢, ze homologiczne do ludzkich SMAD, biatko Mad Droso-
phila, moze by¢ fosforylowane rowniez w domenie MH1 przez kinaze Nlk (ang.
Nemo like kinase), nalezaca do rodziny kinaz MAP. Wspomniana fosforylacja
rowniez zapobiega translokacji aktywowanych przez receptor bialek Mad do ja-
dra, co w konsekwencji hamuje aktywnos¢ transkrypcyjng biatek Mad [83].

Nie do konca wiadomo, w jakich przedziatach komoérkowych zachodzi fosfo-
rylacja tacznika. Eivers i wsp. [17] wskazuja, ze fosforylacja za posrednictwem
MAPK ma miejsce w jadrze komoérkowym, podczas gdy Kretzschmar i wsp. [30]
twierdza, ze tacznik fosforylowany jest tak w jadrze jak i w cytoplazmie. Naj-
nowsze doniesienia sugeruja, ze w proces fosforylacji regionu tacznika moze by¢
zaangazowane rowniez BMP. Okazuje si¢ jednak, ze fosforylacja tacznika przez
BMP niekoniecznie zachodzi w wyniku aktywowania przez BMP kinaz ERK, p38
czy INK [31, 68]. Alarco'n i wsp. [3] wskazuja, ze BMP moze fosforylowa¢ tacz-
nik Smadl1/5/8 za posrednictwem cyklino-zaleznych kinaz CDKS8 i CDK9. Fos-
forylacji ulegaja wowczas najczesciej reszty Ser206 i Ser214, a rzadziej Serl87
i Ser195. To odréznia cyklino-zalezng fosforylacje linkera od ERK-zaleznej,
gdzie fosforylacji ulega¢ powinny wszystkie cztery reszty serynowe z jednakowa
efektywnosciag. BMP-zalezna (tj. cyklino-zalezna) fosforylacja tacznika zachodzi
wtornie do fosforylacji motywu SSXS w regionie C-konca R-Smad. Tak ufosfo-
rylowane Smad akumulujg si¢ gtownie w jadrze komorkowym. Autorzy sugeruja
jednak, ze R-Smad fosforylowane w rejonie tacznika, w wyniku aktywacji alter-
natywnych §ciezek sygnalizacji BMP, posiadajg niskg aktywnos¢ transkrypeyjna.
Ponadto, fosforylacja tacznika sprzyja¢ moze wigzaniu Smurfl do R-Smads i ich
degradacji proteasomalnej [3]. Guicheux i wsp. [21] wykazali ponadto, ze BMP
efektywniej aktywuje p38 i JNK niz kinaz¢ ERK. To wskazuje, ze BMP moze
aktywowac $ciezke kanoniczng poprzez fosforylacje Smad1/5/8, a rownocze$nie
ja regulowa¢ poprzez aktywacje sciezek niekanonicznych i fosforylacje tacznika
Smad sciezkg cyklino- lub MAPK-zalezng.

Obok reszt Ser, ktore moga by¢ fosforylowane przez MAPK i CDKS&/9, region
facznika moze by¢ rowniez fosforylowany przez GSK3, po uprzedniej fosforylacji
lacznika przez kinazy MAP [19]. Dziatanie GSK3 jest hamowane np. przez kinaze
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PI3K oraz Akt, insuling/insulinopodobny czynnik wzrostu (IGF) czy Wnt. Fuatenalba
1 wsp. [19] wykazali fosforylacje linkera R-Smad przez GSK3 zar6wno w jadrze jak
i w cytoplazmie. Ale, tak fosforylowane R-Smad gromadza si¢ gtoéwnie w cytopla-
zmie 1 zwigzane do mikrotubul transportowane sg do proteasoméw [4]. Podsumowu-
jac, fosforylacja tacznika R-Smad przez GSK3 negatywnie reguluje $ciezke kanonicz-
ng aktywowang przez BMP, a efektywnos$¢ negatywnej regulacji przez GSK3 zalezy
od stopnia aktywnosci MAPK [8, 19]. Co istotne, zahamowanie dziatania GSK3
wydtuza w czasie aktywnos$¢ R-Smad ufosforylowanych na C-koncu. W hamowanie
aktywnosci kinazy GSK3 zaangazowana jest kanonicza $ciezka sygnalizacyjna Wnt,
tym samym wzmagajac aktywno$¢ kanonicznej Sciezki sygnalizacyjnej BMP [17].

W proces degradacji R-Smad zaangazowane jest biatko Smurfl. Smurfl ma
aktywnos$¢ ligazy ubikwitynowej E3 i1 wigze si¢ do sekwencji PPXY lgcznika
Smadl, w poblizu miejsca fosforylacji GSK3 [85]. Czeg$¢ doniesien literaturo-
wych wskazuje, ze oddziatywanie Smurfl z Smadl zalezy od fosforylacji tacz-
nika przez GSK3. Wowczas fosforylacja tacznika przez GSK3 powodowataby
zmian¢ konformacji Smadl i odstoni¢gcie motywu PPXY dla Smurfl. To skut-
kowatoby dobudowaniem tancucha poliubikwitynowego do Smadl i skierowa-
niem go do degradacji proteasomalnej [19]. Inne badania sugeruja, ze wigzanie
Smad1-Smurfl odbywa si¢ niezaleznie od fosforylacji facznika przez GSK3,
a brak fosforylacji tacznika przez GSK3 moze wzmacnia¢ ubikwitynacje i de-
gradacj¢ Smadl. Wreszcie, C-koncowa fosforylacja Smadl nie ma znaczenia dla
przyltaczania si¢ biatka Smurfl. Wigzanie Smurfl do Smadl nie zawsze jednak
prowadzi do jego proteosomalnej degradacji, lecz moze skutkowac jego retencja
w cytoplazmie. Wynika to m.in. z rywalizacji Smurfl z Nup214 (ang. Nuclear
pore complex protein), uczestniczacym w translokacji Smad do jadra komorko-
wego, dla ktorego wzor fosforylacji tacznika nie ma znaczenia [68, 81]. Biatko
Nup214 nalezy do nukleoporyn, wchodzacych w sktad porow jadrowych w ko-
morkach eukariotycznych.

Ufosforylowane formy R-Smad moga rowniez podlega¢ defosforylacji za po-
srednictwem fosfataz. W defosforylacji R-Smad w rejonie C-konca uczestnicza
fosfatazy jadrowe z rodziny SCP (ang. Small Polymerase Il C-terminal Phospha-
tase) 1 PPM1A (ang. Protein Phosphatase Magnesium-dependent 14) [15]. Oba
typy fosfataz defosforyluja Smadl, a SCP moze defosforylowa¢ tez Smad2 oraz
tacznik Smadl i Smad2/3, co moze skutkowa¢ wzmocnieniem sygnalizacji BMP
i TGF-B, odpowiednio [68].

W zaleznosci od natury sygnatu wywotujacego fosforylacje tacznika, los bia-
lek R-Smad moze by¢ rézny. W 1997 roku Kretzschmar i wsp., [30] wykazali,
ze fosforylacja tacznika Smadl przez ERK hamuje jadrowg akumulacje aktyw-
nych form Smad, jednocze$nie blokujac sygnalizacje BMP. W roku 2005 Osyczka
i Leboy, [58] zasugerowaty podobny mechanizm w ludzkich mezenchymalnych
komorkach macierzystych pochodzenia szpikowego, gdzie zahamowanie kinazy



ROLA SCIEZEK SYGNALIZACJI BMP W PROCESACH OSTEOGENEZY 657

ERK znaczaco zwigkszalo osteoinduktywne dziatanie BMP2 i skutkowato wyz-
szym poziomem mRNA dla zasadowej fosfatazy (4lp), Osp oraz Msx2, wcze-
snych wskaznikow osteogenezy. Ponadto, ekspresja konstytutywnie aktywnej
kinazy MAPK/ERK1 obnizata w tych komoérkach poziom jadrowych, aktywowa-
nych przez BMP bialek Smad1/5/8, co wskazywato na negatywng regulacje osteo-
genezy przez ERK. Natomiast, nadekspresja w tych komoérkach Smadl pozba-
wionych reszt aminokwasowych fosforylowanych przez ERK skutkowata m.in.
wyzsza ekspresja mRNA dla sialoproteiny kosci (Bsp), Alp, BMP oraz wyzszym
poziomem aktywnych form Smad1/5/8 w jadrze, w odpowiedzi na BMP2. [70].

Najnowsze doniesienia wskazuja rowniez pozytywne efekty fosforylacji tacz-
nika Smad. Wykazano, ze fosforylacja tacznika moze petni¢ funkcje stabilizujaca
aktywne Smad2/3, co w konsekwencji wydtuza czas ich aktywnosci transkryp-
cyjnej. W przypadku linii fibroblastow AKR-2B, biatka Smad2/3 ufosforylowane
na taczniku gromadza si¢ glownie w jadrze komoérkowym i efektywnie reguluja
osteogeneze [24]. W zwigzku z tym, fosforylacje linkera powinno si¢ traktowac
raczej jako mechanizm modulujacy $ciezki sygnalizacji BMP w zalezno$ci od
typu komorek i1 odbieranych przez nie bodzcow.

BIALKA WCZESNEJ OSTEOGENEZY
1 ICH SMAD-ZALEZNA EKSPRESJA

W wyniku kanonicznej sygnalizacji BMP, kompleksy R-Smad/co-Smad od-
dziatlujg z promotorami gendow posiadajacych charakterystyczng sekwencje SRE
(ang. Smad-Response Elements) i reguluja transkrypcje. Wérdd promotorow ge-
noéw, ktorych produkty sa istotne dla inicjacji i postgpu osteogenezy, sekwencje
SRE posiadajg: Runx2 [38], Osx (osterix, znany rowniez jako transcription factor
Sp7) [42], Dix5 (ang. Distal-lex homeodomain protein 5), Msx2 (ang. Mesh-lex
homeodomain protein 2) [38] oraz antagonista BMP — noggin [80] (ryc. 4).

RUNX2 jest nadrzednym czynnikiem transkrypcyjnym regulujagcym proce-
sy kos$ciotworzenia, a jego ekspresja jest kluczowa w osteoblastach i komodrkach
osteoprogenitorowych. Aktywnos¢ oraz stabilno§¢ RUNX2 jest regulowana za po-
srednictwem wczesniej omawianych bialek Smad [52]. W komédrkach mysiej linii
mioblastycznej C2C12, w ktorych wyciszono ekspresj¢ Smadl i Smad5, obserwo-
wano znaczace obnizenie ekspresji mRNA dla Runx2 pomimo stymulacji BMP. Po-
dobny efekt obserwowano w przypadku wyciszenia Smad4, gdyz uniemozliwiato to
formowanie aktywnych komplekséw Smad4 ze Smadl i Smad5. Chociaz RUNX2
jest wystarczajacy do inicjacji procesu osteogenezy, to utworzenie kompleksu
RUNX2-Smad znaczaco zwicksza efektywnos$¢ réznicowania komoérek C2C12
w osteoblasty [51]. Jednoczesne wywotanie nadekspresji biatek Smad5S i RUNX2
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RYCINA 4. Regulacja kluczowych osteogennych czynnikéw transkrypcyjnych przez BMP
FIGURE 4. BMP regulation of key osteogenic transcription factors

w tych komorkach skutkowato wyzszg aktywnoscig ALP w poréwnaniu do komorek
wykazujacych nadekspresje tylko Smad5 lub RUNX2. Efekt byt wzmacniany po-
przez stymulacje komorek BMP — komorki z nadekspresja obu biatek okazatly si¢ 150
razy wrazliwsze na dziatlanie BMP w poréwnaniu do komorek grupy kontrolnej [32].
Utworzenie kompleksu Smad-RUNX2 jest natomiast zalezne od fosforyla-
cji RUNX2 przez MAPK, a motyw SMID (ang. Smad Interacting Domain) wy-
stepujacy na C-koncu biatka RUNX2 jest niezbedny do uformowania kompleksu
[2]. Utworzenie kompleksu Smad-RUNX2 odstania motyw NMTS (ang. Nuclear
Matrix Targeting Signal) odpowiedzialny za translokacj¢ biatek RUNX2 do jadra
komoérkowego. Aby zaburzy¢ tworzenie kompleksu Smad-RUNX2 konieczna jest
mutacja trzech reszt: His-Thr-Tyr w obrebie motywu SMID. Utworzenie komplek-
su regulacyjnego RUNX2-Smad wydaje si¢ kluczowe dla procesu osteogenezy, po-
niewaz mutacje reszt His-Thr-Tyr w RUNX2 znaczaco obnizajg ekspresj¢ genow
takich jak Osx, Kol I, Osc, Osp, Bsp, a usunigcie z RUNX2 calego motywu SMID
powoduje kompletny zanik ekspresji wyzej wspomnianych genoéw [27].
Aktywno$¢ RUNX2 prowadzi z kolei do stymulacji ekspresji Smad6, biatka
hamujacego Smad1/5/8. Smad6 jest zaangazowane m.in. w procesy degradacji
R-Smad zalezne od Smurfl. Konkretnie, Smad6 tworzy kompleks ze Smurfl, a na-
stepnie kompleks ten przytacza si¢ do BMPR-I, z jednej strony uniemozliwiajac
aktywowanie R-Smads, a z drugiej strony kierujgc BMPR-I na drogg proteosomal-
nej degradacji. Ponadto, kompleksy Smad6-Smurfl wigzg si¢ do ufosforylowanych
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R-Smads, réwniez kierujac je do degradacji zaleznej od ubiktiwytyny [49]. Obnize-
nie poziomu aktywnych R-Smads skutkuje obnizeniem aktywnosci RUNX2 [52].
Sygnalizacja BMP/Smad reguluje rowniez ekspresj¢ mRNA dla Osx, czynni-
ka transkrypcyjnego ulegajacego ekspresji podczas réznicowania komorek oste-
oprogenitorowych w funkcjonalne osteoblasty [36]. Nadekspresja Smad6 catko-
wicie uniemozliwiata indukcje 4lp 1 Osx przez BMP w mysich komérkach linii
C3H10T1/2 oraz C2C12. Natomiast, nadekspresja Smadl i Smad4 zwickszata
ekspresje Osx w w.w. komoérkach pozbawionych Runx2. Dlatego, BMP-zalezna
regulacja Osx moze odbywac si¢ za posrednictwem RUNX2 lub bez jego udziatu.
W procesie osteogenezy niektore geny takie jak: Wnt4, Bglapl i Bmp7 sa aktywo-
wane zaréwno przez OSX jak i przez RUNX2 [46]. Natomiast Osc i Bsp aktywo-
wane sg wylacznie przez OSX [34]. Wedlug Mutsbara i wsp., [46] RUNX2 wydaje
si¢ jednak czynnikiem nadrzednym w stosunku do OSX, poniewaz w komoérkach
mysich pozbawionych Osx obserwowano wzrost ekspresji Runx2, natomiast przy
braku ekspresji Runx2, nie wykazano wzrostu poziomu mRNA dla Osx.
Stymulacja ekspresji Osx przez BMP zalezy tez od aktywnosci DLXS [34].
DLXS5 wigze si¢ do promotorow gendéw zawierajacych tzw. HRE (ang. Homeodo-
main Response Elements). Miejsca HRE zidentyfikowano w promotorach wielu
genow charakterystycznych dla kos$ciotworzenia jak: Osc, Alp, Kol I, Bsp oraz
fibronektyna. Uwaza si¢, ze w wyniku dziatania BMP2 najpierw aktywowany
jest Dix5, ktory reguluje ekspresje Runx2 oraz Osx inastgpnie kosciotworzenie
[65]. Wyciszenie DLXS powoduje zahamowanie ekspresji Osx i Runx2 [35-36].
To sugeruje nadrzgdng role DLX5 wzgledem RUNX2 w regulacji osteogenezy.
Regulacja transkrypcji Osx przez DLXS5 zalezy natomiast od MSX2. W wyniku
dziatania BMP2 poziom MSX-2 wyraznie zwi¢cksza si¢ nawet w przypadku wyci-
szenia genu Runx2. Rowniez nadekspresja Msx2 prowadzi do stymulacji ekspresji
OSX w mysich komoérkach macierzystych pozbawionych Runx2 [39, 46, 53].
Rola MSX2 w osteogenezie nie jest do konca jasna. Wiele doniesien wskazuje
na antagonistyczng rol¢ DLX5 oraz MSX2 w stosunku do RUNX2. Jeden z mo-
deli zaktada, ze MSX2 wiaze RUNX2, przez co RUNX2 staje si¢ transkrypcyj-
nie nieaktywny. Dopiero DLX5 uwalnia RUNX2 poprzez wigzanie si¢ z MSX2.
Przypuszcza si¢, ze DLXS i MSX2 moga regulowac siebie nawzajem [65]. Istnie-
ja rowniez wyniki wskazujace na pozytywng role¢ MSX2 w procesie kosciotwo-
rzenia. Mysie komorki linii mioblastycznej C2C12 oraz C3H10T1/2 wykazujace
nadekspresje Msx2 wykazywaly znaczacy wzrost aktywnosci ALP, a w pierwot-
nych mysich osteoblastach nadekspresja Msx2 skutkowata zwickszong depozycja
wapnia. Ponadto, w zastosowanym modelu dos$wiadczalnym, MSX2 w zniko-
mym stopniu wptywat na proliferacje komoérek potwierdzajac tym samym jego
role w procesie réoznicowania [26].
Wreszcie, bezposrednim antagonista BMP jest biatko NOGGIN (NOG) [76].
NOGGIN wiaze zewnatrzkomdérkowe BMP, uniemozliwiajac dimeryzacje BM-
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PR-I11 BMPR-II. Okazuje si¢, ze ekspresja Nog ro$nie znaczgco w osteoblastach
stymulowanych BMP2/4/6. NOG zatem moze zapobiega¢ nadmiernej stymulacji
komorek przez wiele réznych typow BMP uczestniczacych w formowaniu tkanki
kostnej. Obnizenie poziomu NOG w obecnosci BMP2 prowadzi m.in. do osteo-
genezy mysich komoérek mioblastycznych [72]. Niemniej jednak, Chen i wsp. [11]
donosza, ze obnizenie poziomu NOG w ludzkich mezenchymalnych komorkach
macierzystych skutkuje niska ekspresja Osc, Msx2 oraz Runx2, a takze obnizong
aktywnos$cia ALP i zmniejszong akumulacja wapnia, co sugeruje ze NOG moze pel-
ni¢ wazne funkcje w komorkach osteoprogenitorowych.

PODSUMOWANIE

Dane literaturowe wskazuja, ze sygnalizacja BMP jest jednym z najwcze-
$niejszych etapéw osteogenezy i1 odgrywa istotng role w regulacji kluczowych
osteogennych czynnikow transkrypcyjnych. Zaréwno kanoniczne, Smad-zalezne,
jak iniekanoniczne $ciezki sygnalizacji BMP moga wptywaé na procesy inicja-
cji i postepu procesoOw kosciotworzenia. Sposoby regulacji $ciezek sygnalizacji
BMP w komoérkach osteoprogenitorowych moga w konsekwencji decydowac
o efektywnosci terapii tkanki kostnej. Dlatego badania mechanizméw aktywacji
i regulacji $ciezek sygnalizacji BMP w komoérkach tkanki kostnej i komorkach
osteoprogenitorowych wydaja si¢ koniecznym i niezwykle istotnym elementem
intensywnie rozwijajacych si¢ obecnie terapii komorkowych, w tym: inzynierii
tkankowej i genetycznej, majacych na celu regeneracje tkanki kostne;.
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