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Streszczenie:

Stowa kluczowe:

Formowanie szkieletu oraz jego prawidtowe funkcjonowanie sag mozliwe dzieki wyspecjalizo-
wanym komérkom tkanki kostnej: kosciotwérczym osteoblastom, ko$ciogubnym osteokla-
stom oraz osteocytom znajdujgcym sie w jamkach kostnych.

Polaczenia szczelinowe sg to transbtonowe kanaty taczace sgsiadujgce ze sobg komérki, dzie-
ki ktérym mozliwe jest bezpo$rednie przekazywanie sygnaléw przez komdrki. Kanaty typu
szczelinowego, a konkretniej budujace je biatka koneksynowe, wplywaja gtéwnie na proces
obrotu kostnego, a zatem zaréwno na budowe, jak i przebudowe kosci. Szczegdlnie wazng
koneksyna w tkance kostnej jest koneksyna-43 (Cx43), ktéra jest niezbedna w prawidlowym
przebiegu proceséw ko$ciotworzenia oraz w zachowaniu homeostazy kosci.

To jak wazna jest obecno$¢ Cx43 w ko$ciach, pokazujg defekty szkieletu w chorobach, takich jak
dysplazja oczno-zebowo-palcowa (zespSt ODD) czy dysplazja czaszkowo-trzonowa, wywotane
mutacjami GJA1, genu kodujacego Cx43. Wykazano réwniez role Cx43 w réznicowaniu komérek
macierzystych w komérki kostne, antyapoptycznym dziataniu bisfosfonianéw oraz odpowiedzi
kosci na bodZce hormonalne i mechaniczne. Poza koneksyng-43 w tkance kostnej stwierdzono
réwniez obecno$¢ innych koneksyn, takich jak: koneksyna-45, -46 oraz -37.

koneksyna-43, osteogeneza, mezenchymalne komérki macierzyste pochodzenia szpikowego

Summary:

Keywords:

Skeleton formation and its proper functioning is possible thanks to specialized bone tissue
cells: bone forming osteoblasts, bone resorbing osteoclasts and osteocytes located in bone
cavities.

Gap junctions are transmembrane channels connecting neighboring cell. Thanks to gap junc-
tions it is possible for signals to be directly transmitted by cells. Gap junction type channels,
and more specifically the connexin proteins that build them, have a key impacton the bone
turnover process, and thus on both bone building and remodeling. A particularly important
connexin in bone tissue is connexin43 (Cx43), which is necessary in the proper course of the
bone formation process and in maintaining bone homeostasis.

The importance of the presence of Cx43 in bones is showed by skeletal defects in diseases
such as ODD syndrome and craniometaphyseal dysplasia caused by mutations in GJA1, the
gene encoding Cx43. The role of Cx43 in the differentiation of stem cells into bone cells,
anti-apoptotic action of bisphosphonates and bone responses to hormonal and mechanical
stimuli have also been demonstrated. In addition to connexin43, the presence of other con-
nexins such as connexin45s, 46 and 37 was also noted in bone tissue.

connexin 43, osteogenesis, bone marrow mesenchymal stem cells
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mineralna kosci (bone mineral density), BMP - biatko morfogenetyczne kosci (bone morpho-
genetic protein), BMSC - mezenchymalne komoérki macierzyste szpiku kostnego (bone mar-
row mesenchymal stem cells), CMD - dysplazja czaszkowo-trzonowa (craniometaphyseal dys-
plasia), Cx43 - koneksyna-43 (connexin 43), ERK - kinaza regulowana zewnatrzkomérkowo
(extracellular Signac regulated kinase), ESW — pozaustrojowa fala uderzeniowa (extracorpo-
real shock wave), FFSS — naprezenie $cinajace przy przeptywie ptynu (fluid floks hear stress),
Frizzled - biatka receptorowe sprzezone z biatkiem G (family of G protein-coupled receptor proteins),
GSK-3beta - kinaza syntazy glikogenu 3 beta (glycogen synthase kinase 3 beta), IGF - insuli-
nopodobny czynnik wzrostu (insulin-like growth factor), LRP - biatko zwigzane z receptorem
LDL (LDL-receptor-related protein), MSX — Mshhomeobox, znany réwniez jako MSX (Mshhome-
obox, also known as MSX), ODD - dysplazja oczno-zebowo-palcowa, (oculoden to digital dysplasia),
PGE2 - prostaglandyna E2 (prostaglandin E2), PTH - parathormon (parathormon), RANKL - ligand
aktywatora receptora jagdrowego czynnika kB (receptor activator for nuclear factor kB ligand),
RUNX2 - powigzany z Runt czynnik transkrypcyjny (Runt-related transcription factor 2),
Sp7-czynniktranskrypcyjny Sp7,znany réwniezjako Osterix, OSX (transcription factor Sp7, also known
as Osterix, OSX), TCF — czynnik transkrypcyjny komorek T (T-cell factor), TGF-f — transformujacy czyn-
nik wzrostu beta(trans forming growth factor beta), TRAP — winianooporna kwasna fosfataza (tartra-
te-resistantacid phosphatase), WNT - skrét z potaczenia nazw Wg (wingless) i Int, ligandy receptoréw

z rodziny Frizzled (shortcut of Wg, wingless and Int, ligads to a Frizzled family receptors).

WSTEP

Tkanka kostna jest tkanka dynamiczng, stale ulegajaca
przebudowie, co jest zwigzane z procesami kosciotwo-
rzenia oraz resorpcji kosci. Procesy te sg mozliwe dzieki
oddziatywaniu miedzy trzema typami komérek kostnych:
ko$ciotwdrczymi osteoblastami, koticowo zréznicowanymi,
zagtebionymi w zmineralizowanej macierzy kostnej oste-
ocytami i ko$ciogubnymi osteoklastami. Komunikacja mie-
dzy tymi komérkami polega m.in. na tworzeniu réznego
rodzaju potgczen (kanatéw) w przylegajacych do siebie
blonach komérkowych tych komdrek. Jednym z tego typu
potaczeti jest potaczenie szczelinowe, zbudowane z biatek
koneksynowych. Potaczenia tego typu sa wykorzystywane
m.in. do transportu jonéw, wymiany czasteczek sygna-
towych czy tez matych czgsteczek o masie czgsteczkowej
ponizej 1 kDa, takich jak ATP czy NAD+ [11, 47].

Koneksyny nalezg do biatek transbtonowych tworzacych
heksagonalne struktury - koneksony, zwane réwniez pétka-
natami (ryc. 1A). Kazdy konekson sktada sie z szesciu takich
samych lub réznych biatek koneksynowych. Gdy pétkanat
w btonie komdrkowej jednej komdrki zréwna sie z pétka-
nalem w blonie komérkowej sasiedniej komérki, powstaje
polaczenie szczelinowe miedzy cytoplazmami sasiadujacych
komdrek (ryc. 1B). U cztowieka koneksyny sg kodowane
przez 21 genéw, natomiast u myszy przez 20 [64]. Wszystkie

koneksyny maja podobna strukture przestrzenna ztozong
z czterech hydrofobowych domen transbtonowych M1-M4,
jednej wewnatrzkomérkowej, zaglebionej w cytoplazmie
petli - CL, dwéch petli zewnatrzkomérkowych E1 oraz E2,
a takze znajdujgcych sie wewnatrz komdérki i zaglebionych
w jej cytoplazmie zakoriczeri aminowych NH2 i karboksylo-
wych COOH [19, 42, 52].

Najlepiej poznana i najczesciej wystepujacg koneksyna
w tkance kostnej jest koneksyna-43 (Cx43; connexin43)
[17]. Cx43, wystepujaca w: osteoblastach, osteoklastach
i osteocytach [71], jest kodowana przez gen GJA1. Pelni
wazng role m.in. w rozwoju szkieletu [7, 57, 59, 61], odpo-
wiedzi na bodZce mechaniczne [24, 50] czy tez w naprawie
ztamar [36]. Obecnie niewiele wiadomo o innych koneksy-
nach wystepujacych w szkielecie, takich jak koneksyna-45
czy -46 [68]. Wiadomo jednak, ze obie wystepuja w komér-
kach kostnych, przy czym koneksyna-45 ulega ekspresji
wosteocytach i osteoblastach, a poziom jej ekspres;ji jest staty
i nie ulega zmianie w procesie réznicowania prekursoréw
osteoblastéw [15, 40]. Badania immunofluorescencyjne
na obecno$¢ koneksyny-46 w osteocytach wykazujg mata
ilo§¢ tego biatka na powierzchni komoérek, a takze wska-
zuja, ze gromadzi sie ono w okolicach regionu transaparatu
Golgiego [28]. Niedawne badania wskazaly tez wazna role
koneksyny-37 w rozwoju ko$ci. Wykazano, ze koneksyna-37
wystepuje w: osteocytach, osteoblastach i osteoklastach,
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Ryc. 1A. Budowa typowej koneksyny: M1-M4 — domeny transbtonowe, E1-E2 — domeny zewnatrzkomérkowe, CL — domena wewnatrzkomérkowa oraz wewnatrzkomérkowe
zakoriczenia aminowe i karboksylowe. B. Schemat koneksonu (pétkanat) oraz potaczenie szczelinowe (wg [19, 54]; zmienione)

a myszy z delecja genu tej koneksyny charakteryzowaty
sie zwiekszong masg mineralng kosci oraz zwiekszona
wytrzymatoscia na obcigzenia mechaniczne w poréwna-
niu do myszy kontrolnych. Zmiany byty wieksze u samcéw
w poréwnaniu do samic. Ponadto komérki szpiku kostnego
tych myszy wykazywaty zmniejszong ekspresje gendéw cha-
rakterystycznych dla osteoklastéw, tj. ligandu aktywatora
receptora jagdrowego czynnika kB (RANKL; receptor acti-
vator for nuclear factor kB ligand), winianoopornej kwa-
$nej fosfatazy (TRAP; tartrate-resistantacid phosphatase),
receptora metaloproteinazy-9 czy katepsyny-3 w poréw-
naniu do kontroli. Sugeruje to istotna role koneksyny-37
w procesie réznicowania prekursoréw osteoklastéw [43].

KONEKSYNA-43 GLOWNYM CZYNNIKIEM W FORMOWANIU
koscl

Koneksyna-43 w osteogenezie komérek zr¢bowych
szpiku kostnego (BMSC)

Komdrki zrebowe szpiku kostnego (BMSC; bone marrow
mesenchymal stem cells) czesto opisuje sie jako multipo-
tencjalne mezenchymalne komérki macierzyste szpiku
kostnego, poniewaz wykazuja zdolno$¢ do réznicowania
w wielu réznych typéw komdrek, m.in. w: osteoblasty,
chondroblasty, adipocyty, jak i w neurony [1, 57]. Waznymi
wskaznikami procesu ko$ciotworzenia BMSC sa: ekspresja
osteonektyny, osteokalcyny, osteopontyny oraz zasadowej
fosfatazy. Sposréd wymienionych wskaznikéw szczegdlnie
wazna jest osteokalcyna, poniewaz jest péZnym marke-
rem dojrzatych osteoblastéw i petni istotng role w procesie
odktadania mineralnego wapnia w koéciach [66]. Wyka-
zano ponadto, ze powiazany z Runt czynnik transkryp-
cyjny (RUNX2; Runt-related transcription factor 2) jest
pozytywnym regulatorem ekspresji genéw podstawowych
biatek kostnej macierzy zewnatrzkomdrkowej, m.in.: sia-
loproteiny kostnej, kolagenu typu I czy osteokalcyny [10].
Dzialanie genu kodujacego czynnik transkrypcyjny Sp7
(Sp7; transcription factor Sp7) jest natomiast cze$ciowo
zalezne od aktywno$ci RUNX2 [9, 10] i Sp7 moze regulowad
ekspresje np. osteokalcyny [58]. W zdrowym organizmie
réwnowaga réznicowania BMSCs jest przesunieta w strone

ich réznicowania w osteoblasty, anizeli w adipocyty, co
pozwala na prawidlowe formowanie oraz mase kosci [29].
W stanach patologicznych, np. u pacjentek cierpigcych na
osteoporoze, réwnowaga ta jest zaburzona, a to powoduje
obnizenie masy kostnej oraz duzej liczby komérek ttusz-
czowych w szpiku kostnym [56]. Zidentyfikowano wiele
czynnikdéw, ktére maja podstawowe znaczenie w procesie
réznicowania osteogennego BMSCs. Zmiana ekspresji badZ
aktywnodci tych czynnikéw ma gtéwny wplyw na formo-
wanie koéci [16, 56, 57].

Jedna z gtéwnych rél Cx43 w procesach réznicowania BMSC
w osteoblasty jest prawdopodobnie zdolno$¢ do wykrywa-
nia, wzmacniania i koordynacji wymiany sygnaléw mie-
dzy komérkami szpiku kostnego a ich nisza [15]. Sygnaly
te moga mie¢ postaé sygnalizacji jonéw Ca?. Wykazano,
ze osteoblasty i osteocyty wymieniajg sygnaly m.in.
w postaci Ca?* w odpowiedzi na takie czynniki jak: hor-
mony, bodZce mechaniczne czy czynniki wzrostu [5].
Wykazano tez, ze Cx43 bierze udziat w regulacji kaskad
sygnalizacyjnych z udziatem przekaznikéw o malej masie
czgsteczkowej, takich jak: cAMP, polifosforany inozytolu
oraz ATP, Uwalnianie ATP zachodzi przez niesparowane
kanaty Cx43 [34]. Réznicowanie osteogenne BMSCs jest
kontrolowane réwniez przez transformujgcy czynnik
wzrostu beta (TGF-; transforming growth factor beta)
czy biatka morfogenetyczne ko$ci (BMP; bone morpho-
genetic protein). Te za$ przyczyniaja sie do aktywacji
waznych dla osteogenezy czynnikéw transkrypcyjnych
Runx2, Sp7/Osterix czy tych nalezacych do grupy Msh-
homeobox, znanych réwniez jako MSX (Mshhomeobox 1,
also known as MSX). W dojrzewaniu osteoblastéw biorg
réwniez udzial: insulinopodobny czynnik wzrostu 1 (IGF-
1; insulin-like growth factor) oraz Wnt [67, 69].

BMP to jedne z najbardziej ko$ciotwédrczych czynni-
kéw wzrostu wystepujacych naturalnie w macierzy kost-
nej. Nalezg do nadrodziny transformujgcych czynnikéw
wzrostu TGF-B. Mechanizmy aktywacji receptoréw przez
ligandy z rodziny TGF-B sg podobne do mechanizméw
aktywacji receptoréw BMP [70]. Przekazywanie sygnatu
BMP w komdérce rozpoczyna sie od aktywacji receptoréw
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btonowych przez ligand. W zalezno$ci od konformacji
receptora, do ktérego przylacza sie ligand, aktywowane
moga by¢ dwie alternatywne $ciezki sygnalne: nieka-
noniczne, niezalezne od bialek Smad oraz kanoniczne,
z udziatem bialek Smad [39]. Wykazano, ze TGF-p symu-
luje ekspresje Cx43 w ludzkich komérkach trofoblastu oraz
granulozy pecherzyka jajnikowego, natomiast w ludzkich
komérkach mieéni gtadkich i komérkach watroby szczura
TGF-B zmniejsza ekspresje Cx43. Badania opublikowane
przez Liu i wsp. [31] wskazujg na stymulujaca role TGF-$
na ekspresje Cx43 w osteocytach poprzez $ciezke kanonicza
biatek Smad. TGF-p wzmaga tez proliferacje osteoblastéw
przez aktywacje kinaz regulowanych sygnalem zewnetrz-
nym (ERK; extracellular Signac regulated kinase) [18, 31].
Co wazne, podwyzszone stezenie biatkaCx43 w osteobla-
stach lub osteocytach réwniez zwigksza sygnalizacje ERK
(ryc. 2) oraz proliferacje komérek osteoplastycznych z nig
zwigzana [53]. Te dwa wyzej opisane mechanizmy podwyz-
szajace proliferacje osteoblastéw mogg dzialaé synergicznie
i wspdlnie stymulowaé procesy ko$ciotworzenia. Natomiast
inne badania wskazujg na brak wplywu BMP-2, -4 i -6 na
ekspresje mRNA i biatka Cx43 [31, 32]. BMP-2 moze jed-
nak zmniejszaé poziom fosforyzowanej postaci biatka Cx43
w linii komérkowej osteoblastéw wywodzacej sie ze skle-
pienia czaszki myszy (MC3T3-E1) [32]. Wykazano réwniez,
ze TGF-P zwieksza aktywno$¢ Cx43, paneksyny-1 i potgczen
szczelinowych w osteocytach [32]. Wyniki te potwierdzajg,
ze TGF-B jest czynnikiem plejotropowym, a jego wplyw na

ekspresje Cx43 zalezy od typu komdérki. Jedne z najnow-
szych badan wykazaly, ze Cx43 wspéldziata z kanoniczng
$ciezka sygnalng BMP i wraz ze Smad1 promuje réznicowa-
nie BMSC do chondrocytéw, réwnoczesnie hamujgc rézni-
cowanie BMSC do osteoblastéw [73].

Kompleksy TGF-B/BMP mogg tez sygnalizowaé poprzez
$ciezki niekanoniczne, tj. $ciezke ERK1/2. Zwiekszona
transkrypcja Cx43 zwieksza aktywnos$¢ ERK1/2. Globalne
usuniecie Cx43 na wczesnym etapie rozwoju myszy powo-
duje $mier¢ ptodu z powodu uposledzenia funkgji serca
[48]. Badania przeprowadzone na wczesnych mysich zarod-
kach z calo$ciowym usunieciem Cx43 wykazaly opdznione
kostnienie zaréwno na podtozu bloniastym, jak i chrzest-
nym. Podobny fenotyp zaobserwowano w ko$ciach czaszki,
a takze obojczykach, zebrach, kregach i koticzynach myszy
pozbawionych Cx43. W chwili narodzin myszy szkie-
let osiowy byl zbudowany prawidtowo, natomiast kosci
czaszki wykazywaly nieprawidlowa mineralizacje [44, 48].
Wykazano réwniez powigzania miedzy Cx43 a procesami
mineralizacji macierzy miedzykomérkowej [48]. Myszy
znokautem Cx43, swoistym dla tkanek szkieletowych, wyka-
zywaly opdznione tworzenie kosci i ich zmniejszong mine-
ralizacje. Wyniki innych badan [14] wykazuja, Ze izolowane
ze sklepienia czaszki nowo narodzonych myszy osteoblasty
zwyciszong ekspresja Cx43 nie wykazywaly ekspresji mar-
keréw typowych dla fenotypu osteoblastycznego, takich
jak: fosfataza zasadowa, osteokalcyna czy sialoproteina
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kostna. Komérki te nie mogly wytwarza¢ zmineralizowanej
macierzy zewnatrzkomdrkowej [14]. Szlak Wnt/beta-kate-
nina jest réwniez jednym z gléwnych szlakéw w procesie
réznicowania osteogennego komérek macierzystych szpiku
kostnego [24]. Gdy ligand Wnt jest nieobecny, beta-kate-
nina ulega fosforylacji, a nastepnie degradacji, dzieki tzw.
kompleksowi degradacyjnemu sktadajacemu sie z kinazy
syntazy glikogenu-3 beta (GSK-3beta; glycogen synthase
kinase 3beta), biatka gruczolakowatego polipa okreznicy
(APC; adenomatous polyposis coli) oraz aksyny. Natomiast,
jesli ligandy Wnt sa obecne i przytaczajg sie do receptoréw
na powierzchni komdérki, dochodzi do inaktywacji GSK-
-3beta, co prowadzi do stabilizacji beta-kateniny oraz jej
translokacji do jadra komérkowego. W jadrze komérkowym
beta-katenina przylgcza sie do czynnika transkrypcyjnego
komdrek T (TCF; T-cell factor), a to aktywuje transkryp-
cje genéw docelowych szlaku Wnt (ryc 3.) [22]. Stabilizacja
i akumulacja beta-kateniny inicjuje ekspresje docelowych
genéw szlaku Wnt, powodujgc jednoczes$nie zwiekszone
réznicowanie osteogenne BMSC [23, 57].

Jak wspomniano na wstepie, Cx43 jest najpowszechniej
wystepujaca koneksyng wérédd komérek kostnych [30].
Badania wykazaty, iz zaréwno poziom mRNA Cx43, jak
i samego biatka byt podwyzszony w komérkach BMSCs
réznicujgcych w kierunku osteoblastéw, w poréwnaniu do
komdrek nieréznicujgcych [29]. Ponadto, komérki z wyci-
szonym genem kodujacym Cx43 wykazywaly zmniejszong
mineralizacje macierzy miedzykomdrkowej o ponad 80%
oraz zmniejszenie stezenie mRNA Runx2 czy Sp7 nawet

0 90%, co potwierdza, ze usuniecie Cx43 hamuje procesy
kosci otworzenia [29]. Lin i wsp. [29] udowodnili réwniez
wplyw Cx43 na szlak GSK-3beta/beta-katenina w komdr-
kach BMSCs. Po indukcji réznicowania osteogennego,
poziom nieaktywnej, ufosforylowanej postaci GSK-3beta
w komérkach z wyciszonym genem kodujacym Cx43 spadat
o0 ponad 40%, a beta-kateniny az o 80%. Wyniki te wskazuja
zatem, iz Cx43 jest pozytywnym regulatorem szlaku GSK-
-3beta/beta-katenina w trakcie proceséw kosciotworzenia.

Koneksyna-43 niezbgdna do utrzymania prawidlowe;j
strukeury kosci

W kontroli przebudowy tkanki kostnej niezbedne jest
oddzialywanie i wzajemny kontakt miedzy ko$ciotwér-
czymi osteoblastami, ko$ciogubnymi osteoklastami i ter-
minalnie zréznicowanymi osteocytami zasiedlajagcymi
jamki kostne. Osteocyty sa uznawane za centrum przebu-
dowy kosci, poniewaz koordynujg funkcje osteoblastéw
i osteoklastéw [21]. Osteocyty sa najliczniej wystepuja-
cymi komérkami kostnymi i sg otoczone zmineralizowang
macierza kostng. Dzieki diugim wypustkom tworzg sieé
taczacg zarédwno sasiednie osteocyty, jak i komdrki na
powierzchni kodci, tj. osteoblasty i osteoklasty [6]. Kanaty
polaczeti szczelinowych utworzone przez Cx43 posredni-
cza w polgczeniu sgsiadujacych osteocytéw i osteocytéw
zkomérkami na powierzchni kosci [35].

Myszy genetycznie zmodyfikowane, pozbawione Cx43
(tj. z delecjg Gjal-/-), umierajg krétko po urodzeniu
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z powodu ciezkich wad rozwojowych uktadu sercowo-
-naczyniowego. Nieprawidlowosci w rozwoju serca sa juz
widoczne w 10. dniu rozwoju zarodkowego [61]. Ponadto
szkielet tych myszy wykazuje opézniong mineralizacje
macierzy kostnej i zmniejszong ekspresje mRNA osteopon-
tyny, osteokalcyny i kolagenu typu I, charakterystycznych
dla osteoblastéw. Wykazano tez nizszy potencjat prolifera-
cyjny osteoblastéw [11, 22]. Aby uniknaé wysokiej $mier-
telnoéci myszy z delecja Gjal-/-, opracowano wiele modeli
mysich z warunkowg delecja, z wykorzystaniem réznych
promotoréw. Na przyktad, w mysim modelu cKOTW2
z delecjg genu Cx43, stwierdzono relatywnie matg czaszke
o malym zmineralizowaniu oraz kilka cech dysmorficznych
szkieletu, takich jak zmniejszona zuchwa i jama klatki pier-
siowej, nieco skrécone zebra czy tez pomniejszone ko$ci
ciemieniowe, piszczelowe oraz udowe [65]. U miesiecznych
myszy cKOTW2 catkowita mineralna gesto$¢ ko$ci (BMD;
bone mineral density) byta zmniejszona az o 40%, w péz-
niejszym okresie o 8-12% w poréwnaniu do myszy typu
dzikiego. Natomiast powiekszone az o 43% bylo pole prze-
kroju poprzecznego kosci trzonowej. O 41% zmniejszona
byta tez mineralna gesto$¢ ko$ci w poréwnaniu do kontroli,
co powiekszato jame szpikowg [60]. Ten fenotyp doprowa-
dzit do odkrycia, ze Cx43 osteocytéw/osteoblastéw posred-
nio reguluje osteoklastogeneze, gdyz brak Cx43 powoduje
wyrazny wzrost liczby osteoklastéw na powierzchni §réd-
kostnej, co wiaze sie z porowato$ciag korowsg, charaktery-
-styczna dla zwiekszonej resorpcji kosci [65]. Rzeczywiscie,
u myszy cKOTW2 liczba osteoklastéw byta nieoczekiwa-
nie duza, a komdérki szpiku kostnego odznaczaly sie wiek-
sza zdolnoscig generacji osteoklastéw w poréwnaniu do
myszy typu dzikiego [65]. Wykazano tez, ze przy niedo-
borze Cx43 kosci sg stabsze, a ztamania wystepuja przy
mniejszym obcigzeniu, niz u osobnikéw typu dzikiego, co
sugeruje nieprawidtowe wlasciwoéci mechaniczne materiatu
kostnego [66].

Koneksyna-43 a apoptoza komorek kostnych

Bisfosfoniany sa lekami przeciwdziatajacymi resorpcji
kosci, stosowanymi gléwnie w leczeniu osteoporozy, ale
tez i innych chordb uktadu kostnego [46]. Ich dziatanie
polega na zmniejszaniu liczebnos$ci progenitoréw oste-
oklastéw, zmniejszaniu ich rekrutacji, aktywnosci resorb-
cyjnej oraz promowaniu apoptozy osteoklastéw [8, 14].
Poza dziataniem hamujgcym osteoklasty, bisfosfoniany
promuja réwniez przezycie osteocytéw i osteoblastéw
[3]. Dzialanie antyapoptyczne bisfosfonianéw wymaga
obecnosci otwartych pétkanaléw Cx43, a nastepnie akty-
wagcji kinaz ERK [49]. Wykazano, ze ekspresja Cx43 jest nie-
zbedna do antyapoptycznego wptywu bisfosfonianéw na
osteoblasty i osteocyty, poniewaz bisfosfoniany nie wyka-
zywaly pozadanych wlasciwosci w liniach komérkowych
nieekspresjonujgcych Cx43 [55]. Aby zbadaé role Cx43
w dziataniu bisfosfoniandw in vivo, przeprowadzono bada-
nia na modelu mysim Cx43 (AOb-Ot/-), tj. z delecjg Cx43
w osteocytach i osteoblastach. Uzyty do badat
prednizolon (tj. syntetyczny glikokortykosteroid)
indukowat znaczny wzrost apoptozy osteocytéw oraz oste-
oblastéw w kregach ledZzwiowych oraz catkowitg utrate kosci

kregostupa i udowej u myszy z grupy eksperymentalnejikon-
trolnej (myszy Cx43fl/- wykazujgce ekspresje jedne;j kopii
genu). Usuniecie wiec Cx43 nie miato wplywu na dziatanie
glikokortykosteroidéw [71]. Ale po podaniu alendronianu
(zaliczanego do grupy bisfosfonianéw) u grupy kontrolnej,
udato sie zapobiec apoptozie osteocytéw i osteoblastéw
indukowanej przez prednizolon, natomiast u grupy ekspe-
rymentalnej, pozbawionej koneksyny Cx43 w osteocytach
i osteoblastach, alendronian byt nieskuteczny [67]. Badania
te udowodnily, iz ekspresja Cx43 jest niezbedna do ochron-
nego dziatania bisfosfonianéw na osteoblasty i osteocyty
réwniez in vivo.

Mutacje koneksyn a choroby szkieletu
Dysplazja oczno-zebowo-palcowa

Dysplazja oczno-zebowo-palcowa (ODD; oculoden to digi-
tal dysplasia) byta pierwszg poznang chorobg powiazang
z mutacjg genu kodujacego Cx43 (tj. GJA1) [7]. Obecnie
wykryto prawie 80 réznych mutacji w genie GJA1 powo-
dujacych te chorobe [27]. Zespét ODD jest rzadkg choroba,
w wiekszosci przypadkéw dziedziczong autosomalnie domi-
nujgco [5, 7], podczas ktérej pacjenci wykazuja objawy wro-
dzonych deformacji czaszkowo-twarzowych, anomalii w
uzebieniu, budowie oczu, §limaka ucha wewnetrznego
i koriczyn oraz choroby uktadu sercowego [20]. Typowe
anomalie czaszkowo-twarzowe obejmuja cienki nos, mate
nozdrza oraz matoglowie. Anomalie obserwowane w oko-
licy ustnej to przerost zuchwy i rozszczep podniebienia
[5, 7]. Anomalie oczu obejmujg niedorozwdj gatek ocznych,
pomniejszona rogéwke, nieprawidlowosci teczéwki, zaéme
oraz jaskre [7]. Wiekszo$¢ przypadkéw wykazuje nieprawi-
dlowe pierwotne i state uzebienie, z nieprawidtowa wielko-
$cia, hipoplazja szkliwa, préchnica i wezesna utratg zebéw
[7]. Nieprawidtowosci rak i stép w ODD obejmujg syndak-
tylie (tj. zroéniecie palcéw) od drugiego do czwartego palca
u stép oraz/lub czwartego i pigtego palca u rak, a takze
przykurcz zgieciowy palcéw (tj. kamptodaktylie) [43].

Dysplazja czaszkowo-trzonowa

Dysplazja czaszkowo-trzonowa (CMD; craniometaphyseal
dysplasia) jest rzadka choroba genetyczna powodujaca nie-
prawidtowo$ci w budowie twarzoczaszki oraz koéci dtugich
[21, 38]. Do nieprawidlowosci twarzoczaszki nalezg szeroko
rozstawione oczy, szeroki grzbiet nosa badzZ zwezenie nosa
i wydatna zuchwa [21]. Pacjenci chorzy na CMD wykazujg
przerost kosci czaszki, ktdra moze powodowaé zwieksze-
nie ci$nienia $rédczaszkowego [57]. Dominujaca postaé
CMD jest spowodowana mutacjami genu ANKH kodujgcego
biatko transblonowe zwigzane z transportem pirofosforanu
[12]. Niedawno zidentyfikowano nowy gen odpowiedzialny
za autosomalng, recesywna postaé dysplazji czaszkowo-
-trzonowej, a mianowicie gen GJA1 kodujacy Cx43 [21].
Co wazne, u pacjentéw z recesywna postacia CMD wystepuje
charakterystyczne rozszerzanie trzonu koéci dtugich, opi-
sane jako deformacja kolby Erlenmayera oraz poszerzenie
paliczkéw [21]. Brak wad zebdw, oczu i syndaktylii sugeruje,
ze recesywna posta¢ CMD moze nie by¢ jednak czesciag ODD.
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Cx43 w odpowiedzi na bodzce
Stymulacja hormonalna

Parathormon (PTH; parathormon) jest to hormon przy-
tarczyc, niezbedny do prawidtowej gospodarki wap-
nia w organizmie. W ko$ciach PTH stymuluje resorpcje
kosci przez osteoklasty, powodujgc uwalnianie wapnia [37].
W przeciwieristwie do zwiekszonej resorpcji kosci wywo-
tanej przedtuzona ekspozycja na PTH, parathormon poda-
wany w odpowiedniej dawce i w krétszym czasie aktywuje
tworzenie kosci i zwieksza mase kostna [26]. Ponadto wyka-
zano, iz ekspresja genéw osteoplastycznych, tj. osteokalcyny,
kolagenu-1 i fosfatazy zasadowej réwniez byta zwiekszona
u myszy nastrzykiwanych PTH [44]. Badania przeprowa-
dzone na modelu mysim wskazuja, ze selektywne usuniecie
Cx43 w osteoblastach znacznie zmniejsza szczytowa mase
kosci, jednak nie prowadzi do wad rozwojowych po uro-
dzeniu. Silnie ostabia takze odpowiedZ anaboliczng ko$ci na
przerywane podawanie PTH. Nieprawidtowosci te sg spo-
wodowane defektem funkcjonalnym komérek tworzacych
kos¢, ktére nie zwiekszaja swojej aktywnosci w odpowie-
dzi na bodziec hormonalny. Zatem funkcjonalna Cx43 jest
wymagana do prawidtowego pozyskiwania i utrzymywania
masy kostnej i bierze udzial w mechanizmie dziatania ana-
bolizmu indukowanego PTH [14]. Chociaz mechanizmy, za
pomocg ktérych Cx43 moduluje te odpowiedZ hormonalng
nie sg wyjasnione, wyniki te podkreslaja znaczenie Cx43
w odpowiedziach adaptacyjnych na stymulacje hormonalna.

Stymulacja mechaniczna

Uwzgledniajac to, ze osteocyty sa uwazane za komdrki
mechanosensoryczne w kosci, sg otoczone macierzg kostna,
moga komunikowac sie miedzy soba oraz z komérkami na
powierzchni ko$ci zaréwno przez koneksony, jak i kanaty
polaczeni szczelinowych, od dawna sugerowano, ze kanaty
Cx43 pos$rednicza w mechanicznej stymulacji ko$ci. Wraz
z rzeska pierwotnag, integrynami i plytkami przylegania,
Cx43 tworzy aparat mechanosensoryczny, dzieki ktéremu
komdérka moze odbieraé bodZce mechaniczne z przestrzeni
zewnatrzkomérkowej [2]. Osteoblasty i osteocyty wykazuja
duze stezenie Cx43, a stymulacja mechaniczna ma znaczacy
wplyw na funkcje zwigzane z Cx43 w obu typach komdrek
[2]. Wykazano, iz stymulacja mechaniczna in vitro z uzyciem
specjalnej komory przeptywowej (tj. parallel-plate fluid
flow chamber) oraz stymulacja mechaniczna in vivo przez
obciazanie kosci, zwiekszaja ekspresje Cx43 w osteocytach
i osteoblastach [62, 63].

Prostaglandyny sa szkieletowymi §rodkami anabolicznymi,
a podawanie ich moze zwieksza¢ mase kostna [31] czy tez
stymulowaé tworzenie ko$ci in vitro w hodowli narzadéw
[33]. Badania wykazaly, iz pétkanaty utworzone przez
Cx43 tworza bezposrednig $ciezke uwalniania wewnatrz-
komérkowej prostaglandyny E2 (PGE2; prostaglandin E2)
w osteocytach indukowanych przez naprezenie $cinajace
przy przeptywie ptynu (FFSS; fluid flows hear stress) [13].

Stymulacja FFSS zwieksza uwalnianie PGE2, a uwolniona
PGE2 dziata w sposéb autokrynny, stymulujgc funkcje pota-
czeni szczelinowych i ekspresje Cx43 [24, 50]. Zalezno$é
miedzy PGE2 a Cx43 moze by¢ wykorzystana w przysztoéci
w urazach kostnych. Najnowsze prace [13] sugeruja, ze
uzycie pozaustrojowej fali uderzeniowej (ESW; extracor-
poreal shock wave) moze poprawi¢ gojenie ztaman lub
przywrdcié nieudany proces gojenia, wykorzystujac stymu-
lujgcy wplyw PGE2 na powstawanie potaczen szczelinowych
w tkance kostnej [13]. Na podstawie obserwacji in vitro zakta-
dano, iz odpowiedZ na stymulacje mechaniczng wymaga
ekspresji Cx43 in vivo. Zgodnie z ta teza u myszy szczepu
Cx43fl/-; Col1a1-2.3kb-Cre, u ktérych Cx43 jest usunieta
z osteoblastdw i osteocytdw, wykazano ostabiong odpowiedz
piszczeli na dziatanie stymulacji mechanicznej wywotanej
jej obciazeniem przez zginanie trzypunktowe [43]. Co wazne,
zastosowany protokét obcigzenia koéci piszczelowej powodo-
wal, iz obcigzenie to uszkadzato kos¢, a zatem nie byt repre-
zentatywny dla obciazen fizjologicznych. Natomiast inne
badania z wykorzystaniem obciazen zgodnych z aktywno-
$cig fizjologiczng, wykazaly zaskakujaco zwigkszona odpo-
wiedZ anaboliczna na obcigzenie okostnej u myszy Cx43fl/fl;
OCN-Cre pozbawionych Cx43w osteoblastach i osteocytach
[72]. Podobnie, usuniecie Cx43 tylko z osteocytéw (Cx43fl
/fl; DMP1-Cre) byto wystarczajace do zwiekszenia odpowie-
dzi anabolicznej na obciazenie mechaniczne na powierzchni
okostnej [4]. Wyniki te sugerujg, ze ekspresja Cx43 w osteocy-
tach ogranicza odpowiedZ anaboliczng na obciazenie mecha-
niczne na powierzchni okostne;j.

PODSUMOWANIE

Potaczenia szczelinowe i budujgce je biatka koneksynowe
sg obecne we wszystkich rodzajach komérek kostnych i sta-
nowia bardzo wazny element umozliwiajacy komunikacje
sagsiadujgcych ze sobg komdérek. Najliczniej wystepujaca
koneksyng tkanki kostnej jest Cx43 i jest ona czynnikiem
niezwykle istotnym w prawidtowym formowaniu kosci.
Najlepszym na to dowodem sg defekty w budowie szkie-
letu, m.in. nieprawidtowosci w budowie czaszki oraz kori-
czyn, w przypadku modeli mysich z brakiem ekspresji
Cx43 w kosciach. Jesli dochodzi do mutacji w genie kodu-
jacym Cx43, réwniez widoczne sg wady budowy szkieletu
opisane w chorobach genetycznych, takich jak dysplazja
oczno-zebowo-palcowa i dysplazja czaszkowo-trzonowa.
Cx43 ma réwniez wpltyw na dziatanie antyapoptyczne bis-
fosfoniandw, czynnikéw farmakologicznych uzywanych
w celu zwalczania schorzen szkieletu. Badania in vitro i in
vivo dostarczyty dowodéw na role Cx43 w odpowiedzi na
bodZce fizyczne i chemiczne, takie jak stymulacja mecha-
niczna oraz hormonalna. Niedawne badania wykazaly, ze
poza Cx43, waznym czynnikiem w prawidlowym powsta-
waniu ko$ci moze by¢ koneksyna-37, poniewaz modele
mysie z brakiem ekspresji tego biatka wykazywaty zwiek-
szong mase kostng. W tkance kostnej odnotowano réw-
niez obecno$¢ koneksyn-45 oraz -46. Dotad nie poznano
ich funkcji w ko$ciach, dlatego konieczne sg dalsze badania
dotyczace roli koneksyn w procesach ko$ciotworzenia.
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